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• 6-TGNs: Nucleótidos de tioguanina 
• µL: Microlitros  
• µM: Micromolar  
• ºC Grados centígrados  
• AB: Applied Biosystems 
• ADN: Ácido desoxirribonucleico  
• AFFX: Affymetrix 
• ARN: Ácido ribonucleico   
• ARNi: ARN de interferencia  
• AZA: Azatioprina 
• bp: Base pairs (pares de bases)  
• CeGen: Centro Nacional de Genotipado  
• dNTP: Dinucleótidos trifosfato  
• EDTA: Ácido etilenodiaminotetraacético   
• EII: Enfermedad inflamatoria insestinal 
• ENEIDA: Estudio Nacional en Enfermedad Inflamatoria Intestinal sobre Determinantes 
Genéticos y Ambientales 
• FPGMX: Fundación Pública Galega de Medicina Xenomica 
• Gap: sitio vacío 
• Kb: Kilobase  
• kDa: kilodaltons 
• MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization-Mass Spectrometry  
• min: Minutos  
• MIP: Molecular Inversion Probe (sonda de inversión molecular) 
• MMP: metaloproteasas de matriz  
• mM: Milimolar  
• MgCl2: Cloruro de Magnesio   
• ND: No determinado  
• ng/mL: Nanogramos/mililitro  
• PCR: Polimerase Chain Reaction (reacción en cadena de la polimerasa) 
• Rpm: Revoluciones por minuto  
• rs: Reference SNP identification (secuencia de referencia de identificación) 
• SAP: Shrimp Alkaline Phosphatase  
• Seg: Segundos  
• SNP: Single Nucleotide Polymorphism (polimorfismo de nucleotide simple)  
• TE1X buffer Tris-EDTA 
• Tm: Melting temperature (temperatura de fusión) 
• U: Unidades de actividad enzimática  
• wt: alelo normal o salvaje 
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1. ¿De dónde viene y por qué la Farmacogenética? 
El hecho de que un individuo reaccione de manera diferente a otro ante la exposición a 
un fármaco es un hecho evidente y que se reconoce desde el inicio de la medicina. Variabilidad 
en la respuesta de los pacientes a los medicamentos constituye la regla, y no la excepción.  
La respuesta a una intervención farmacoterapéutica puede ser considerada favorable o 
desfavorable. En el primer caso se hablaría de una respuesta adecuada cuando se logra llegar a la 
respuesta terapéutica óptima y esperada, en el tiempo justo y sin complicaciones adicionales 
para el paciente. Por el contrario, estaríamos frente a una respuesta desfavorable cuando por 
ejemplo, se presente el desarrollo de algún o algunos efectos adversos (EA) o no se logre alcanzar 
ningún beneficio terapéutico.  
Aunque la dosis administrada sea la misma, el efecto provocado puede variar de forma 
muy apreciable entre los individuos que lo reciben. Está descrito que ante este fenómeno, 
participan varios factores que, en diferentes grados, cada uno contribuye a la forma en que un 
individuo reacciona ante el fármaco administrado, y entre éstos se deben considerar: la 
administración conjunta con otros medicamentos, la dieta, el hábito de fumar, el deterioro de la 
función de algún órgano u órganos (principalmente riñones e hígado), factores psicológicos 
(efecto placebo) y especialmente los factores genéticos, entre otros.  
En este sentido, ha emergido en las últimas décadas un gran interés por una 
subespecialidad de la medicina genética, que aunque no es nueva, rápidamente se ha concretado 
como la dirección a corto plazo de la investigación biomédica, con el fin de lograr la llamada 
“Medicina Personalizada”, y con esto nos referimos a la farmacogenética.   
Conceptualmente, es necesario diferenciar dos conceptos importantes y que han llegado 
a ser utilizados de forma indiscriminada, bajo cierta habilidad intercambiable, aunque claramente 
se pueden establecer sus límites y observar su diferencia. Cuando hablamos de farmacogenética, 
nos referimos al estudio de la variabilidad existente a nivel de la secuencia del ADN (genes) en 
consideración de la respuesta del organismo al fármaco, es decir, como afecta esta variabilidad 
genética la forma en que un individuo se enfrenta y responde ante el fármaco administrado. Por 
otro lado, la farmacogenómica, para muchos, con un campo de estudio más amplio, se refiere al 
estudio de las variaciones a nivel del ADN y ARN  en relación con la respuesta a fármacos. La 
primera podría ser considerada como un apartado de la segunda y de forma más sencilla se 
podría decir que la farmacogenómica es la encargada de buscar las variaciones a nivel genómico, 
mientras que la farmacogenética se encargaría del estudio de cómo esas variaciones alteran o 
modifican la respuesta ante un fármaco.  
Por otro lado, especular acerca del origen de la farmacogenética es difícil. Sin embargo, 
es reconocido que desde la década de los 50, el término como tal comenzó a usarse en 





comunicaciones de grupos de investigadores que notaban que algunos EA a fármacos podrían ser 
causados por variaciones en la actividad de enzimas importantes en sus rutas metabólicas y que 
las mismas estaban determinadas genéticamente (1). Tal es el caso de la presencia de una 
relajación muscular prolongada posterior a la administración de succinilcolina, y que fue 
explicada por una deficiencia de la enzima colinesterasa plasmática. (2). Al igual que el caso de 
hemólisis causada por el uso de medicamentos antimaláricos asociada a la herencia de variantes 
de la enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (3). Ciertamente el término farmacogenética 
como tal fue introducido al ámbito científico en el año 1957 por Vogel (4), mientras que el 
término farmacogenómica aparece por primera vez en el año 1997, usado para describir el 
análisis del genoma completo como una aplicación de la farmacogenética (5).    
2. Evolución de la Farmacogenética 
Los primeros estudios farmacogenéticos fueron dirigidos a mirar la asociación entre un 
fenotipo definido (como la disposición –farmacocinética- o la respuesta al fármaco), con un único 
gen en particular, mediante el diseño experimental o la estrategia de “Genes Candidatos”. Donde 
partiendo de una hipótesis, se prueba o se niega la posible relación de dicha variante genética 
con la variabilidad del efecto ante el fármaco. Durante este periodo de investigación fueron muy 
enriquecedoras las investigaciones centradas en genes relacionados con enzimas metabólicas, 
tales como, el grupo de los CYP450. Posteriormente, fueron ganando gran interés otros grupos 
de genes como los transportadores, proteínas diana (targets), receptores y también enzimas 
involucradas en otras vías metabólicas asociadas con procesos de respuesta inmunológica o 
actividades mitocondriales (6).    
Gracias al empleo de esta estrategia de “Genes Candidatos”, se puede asegurar que la 
farmacogenética ha crecido asentada sobre bases fuertes, transformándose en una herramienta 
útil al alcance de la aplicación clínica. Su evolución ha llevado a que agencias reguladoras 
internacionales como la European Medicines Agency (EMEA) en Europa y la Food and Drug 
Administration (FDA) en los Estados unidos, desarrollen medidas públicas para que sea 
incorporado en el prospecto de algunos fármacos las pruebas genéticas necesarias para la 
evaluación farmacogenética de su uso. Por citar algunos ejemplos, tenemos el caso del 
irinotecan; un compuesto antineoplásico cuyo metabolismo se ve afectado por un polimorfismo 
de longitud en el gen UGT1A1 (7).  El caso de la warfarina y el CYP2C9 (8), y también el del 
CYP2D6 con la activación metabólica del tamoxifeno utilizado en cáncer de mama (9). Siendo 
también un importante ejemplo, del tipo clásico, el que muestran los polimorfismos del gen 
Tiopurin S-Metiltransferasa (TPMT) y las variaciones en el metabolismo y la respuesta ante las 
tiopurinas; agentes inmunomoduladores utilizados como inmunosupresores en varias entidades 
clínicas (10-17).  
 De forma general se podría decir que la estrategia de genes candidatos ha sido muy útil 
para estudiar genes relacionados con toxicidad ante el fármaco, como el TPMT y el UGT1A1, no 
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siendo así para el fenómeno de respuesta (con excepción de casos puntuales como la 
warfarina/CYP2C9). Probablemente esto se deba a que el proceso en sí, involucra una red más 
compleja de interacciones, poca o no conocida, uniéndose a una mayor cantidad de genes (más 
que los obvios genes metabolizadores), que influencian el complejo proceso.  
En este sentido, en la última década, el desarrollo de tecnologías de genotipado de alto 
rendimiento, bajo el concepto de “Estudios de Genoma Completo” (Genome-wide association 
studies –GWAS-), han permitido enormes avances en el entendimiento y comprensión de 
muchos procesos biológicos, entre ellos la respuesta a fármacos. Con este tipo de herramienta es 
posible analizar cientos de miles de variantes alélicas, especialmente polimorfismos de 
nucleótidos simples (Single nucleotide polymorphims –SNPs-), en una gran cantidad de individuos 
de forma simultánea, y así poder relacionar las variables más significativas con una enfermedad o 
una característica en particular.  
La herramienta del GWAS es considerada puntera y revolucionaria en el campo de las 
asociaciones porque permite estudiar el genoma humano completo con una resolución sin 
precedentes, y tal vez, con una de las ventajas más importantes, ya que se parte sin la necesidad 
de establecer una hipótesis previa (Hypotesis Free). Permitiendo bajo un diseño experimental 
acoplado a ciertos requisitos de control de calidad y condiciones de muestreo y validación, 
indagar sobre genes particulares, genes nuevos, rutas metabólicas o procesos biológicos 
anteriormente desconocidos o pobremente entendidos, aportando información nueva y valiosa 
sobre la etiología o el trasfondo molecular de muchos procesos biológicos.      
En teoría, la identificación de factores genéticos que influyen en la absorción del 
fármaco, el metabolismo y la acción a nivel del receptor debe permitir acercarse a la terapia 
individualizada, optimizando la eficacia y minimizando los perfiles de toxicidad en una población 
dada (18,19). El beneficio potencial derivado del ahorro del gasto sanitario a través del logro de 
una mayor eficacia de los medicamentos, sumándose a la posibilidad de disminuir la morbilidad y 
la mortalidad gracias a una mayor seguridad en el uso de los fármacos y por consiguiente a la 
posibilidad de que se presenten menos efectos adversos (EA) a los medicamentos es inmenso 
(20-23).  
Es considerable que muchos de los EA pueden llegar a prevenirse, y aunque algunas 
veces estos pueden llegar a ser atribuidos a errores humanos, otros parecen idiosincráticos, y 
posiblemente influenciados por factores genéticos. En un estudio donde se evaluaron 2.227 tipos 
diferentes de EA en un hospital universitario de Utah, Estados unidos, en un periodo de 3 años, 
se concluyó que el incremento en el tiempo de estancia hospitalaria y los gastos de 
hospitalización por EA eran sustanciales y que el riesgo de muerte igualmente aumentaba casi 2 
veces sobre lo normal (24). 





Todo esto toma sentido cuando reflexionamos sobre la atención y el cuidado al 
paciente. Cuando hablamos del cuidado al paciente, debemos considerar que el diagnóstico de 
variantes genéticas puede -y cada día es más evidente-, llegar a ayudar de manera asertiva el 
manejo clínico farmacológico, mejorando la eficacia y la seguridad en la administración del 
fármaco. Hay que reconocer también el esfuerzo que están haciendo, tanto los médicos clínicos 
como las agencias reguladoras, para comunicar y hacer posible la integración de estas pruebas de 
laboratorio a la práctica diaria, y al conocimiento acerca del beneficio farmacogenético que de 
ellas se desprende y por consiguiente la mejora a la atención integral del paciente.  
3. Definición de Enfermedad inflamatoria Intestinal. 
La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) se define como un grupo de entidades 
patológicas que clínicamente se presentan como un proceso inflamatorio crónico del tracto 
gastrointestinal. En esta definición se incluyen dos trastornos de etiología desconocida, la 
Enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis Ulcerosa (CU) (25,26). 
 La diferenciación clínica primordial entre ambas patologías radica principalmente en la 
región y forma de las lesiones a lo largo del aparato digestivo. La CU se presenta exclusivamente 
en el colon, la inflamación se distribuye de manera continua a nivel de la mucosa y submucosa, 
con extensión variable. Caracterizada histológicamente por ulceración, hemorragia, edema y 
regeneración epitelial. Por el contrario, en la EC, las lesiones pueden ubicarse a cualquier nivel 
del tracto gastrointestinal, desde la boca hasta el ano, con límites definidos pero con una 
distribución habitualmente discontinua, con alternancia entre zonas normales y afectadas. 
Frecuentemente la inflamación progresa de forma agresiva y puede llegar a extenderse hasta la 
capa serosa, siendo habitual la formación de fístulas. Histológicamente se caracteriza por 
presencia de ulceraciones focales, agregados linfoides, fibrosis y granulomas no caseosos. La 
afectación puede presentarse a varios niveles, siendo más frecuente a nivel del intestino delgado, 
sobre todo el íleon terminal, también hay afectación ileocólica y en menor grado afectación 
cólica exclusiva. Existe afectación anal y perianal en muchos casos, y el esófago, estómago y 
duodeno están afectados en un porcentaje importante de los pacientes (27).  
3.1 Manifestaciones clínicas de la EII 
Los síntomas más frecuentes de la CU son: diarrea sanguinolenta, dolor abdominal,  
fiebre y pérdida de peso. Puede manifestarse como una colitis fulminante con sangre abundante, 
anemia, hipoalbuminemia, alteraciones hidroelectrolíticas, fiebre y taquicardia; pudiendo 
evolucionar a megacolon tóxico. La complicación más grave y frecuente en la CU de larga 
evolución es el cáncer  (25,26). 
En la EC, los síntomas más frecuentes son: el dolor abdominal a menudo postprandial de 
tipo cólico, diarrea y retraso del desarrollo. Al comienzo puede haber anorexia, astenia, fiebre 
intermitente y manifestaciones articulares, orales o cutáneas. En ocasiones, se manifiesta de 
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forma semejante a una apendicitis. Existe lesión perianal en forma de fisura, fístula o absceso en 
un 25-50% de los pacientes (25-27).  
3.2. Epidemiología de la EII 
La EII se define como común entre los países desarrollados con tasas de prevalencia de 1 
por 250 en poblaciones del norte de Europa, siendo particularmente común en población juvenil 
(26,28). Se ha descrito que la incidencia de la EC se ha incrementado de 8 a 10 veces en los 
últimos 50 años (29), mientras que la incidencia de la CU ha permanecido relativamente estable. 
 La EC se presenta principalmente en zonas urbanizadas, en países desarrollados, 
asociándose su incremento a la mejora en los estándares de vida, dieta e higiene de las 
sociedades occidentales; mientras que la CU presenta una distribución más global y generalizada. 
En todo caso, se observa que la aparición de EII varía con la localización geográfica, grado de 
industrialización y habilidad para el diagnóstico, y se estima que la incidencia va desde 0.5 a 24.5 
por cada 100.000 habitantes al año para CU y desde 0.1 a 10 por 100.000 habitantes al año para 
EC (30,31), reflejándose un gradiente de norte a sur, presentando las mayores incidencias en 
países como Estados Unidos y del norte de Europa (Escandinavia y Escocia, con las cifras 
mayores, seguidos por Inglaterra), disminuyendo hacia los países del sur y zonas mediterráneas, y 
estando casi ausente o con frecuencias muy bajas en países asiáticos y del centro y sur de 
América (29,32,33).  
En general, se acepta que ambos sexos se afectan por igual, aunque en algunos casos se 
ha observado un discreto predominio masculino. De igual forma, existe una distribución muy 
diversa entre las edades de aparición llegándose a describir dos picos importantes, uno en la 
adolescencia (14 años) y otro en la edad adulta (60 años) (34). También, se han visto diferencias 
muy marcadas en el desarrollo de la enfermedad entre diversos grupos étnicos. Se observa que la 
incidencia es claramente mayor en áreas urbanas con población caucasoide, especialmente de 
ascendencia judía (28,35), y que disminuye en grupos afroamericanos e hispanos y siendo aún 
menor en asiáticos (36). Este comportamiento sugiere una interacción de factores ambientales y 
un componente étnico-genético importante para el desarrollo de la enfermedad.  
3.3. Etiología y patogenia de le EII 
Hasta el momento no se conoce la etiología de la EII; sin embargo, existen diversas 
hipótesis que tratan de explicar su aparición. Se habla de la instalación en cierto momento de la 
vida de una disfunción entre el sistema inmunológico y determinados factores luminales del 
intestino del paciente, siendo la enfermedad el resultado de una respuesta inflamatoria 
inapropiada frente a los elementos intestinales normales, debido a un defecto en la función de 
barrera de la mucosa a causa de una defectuosa regulación del sistema inmune (37,38). 





También se habla de la “Hipótesis de la higiene”, donde se postula que cambios en el 
estilo de vida, como la mejora en las condiciones de limpieza, se asocian a una poca o baja 
exposición a agentes microbianos, en especial, a edades tempranas de la vida, lo que llevaría al 
desarrollo de un sistema inmune “anormal” que sería poco eficiente e incapaz de tolerar de 
manera adecuada una variedad de cambios exógenos a lo largo de la vida y, por ende, presentar 
una respuesta inmune incapaz de eliminar agentes externos dañinos resultando en el desarrollo 
del proceso inflamatorio crónico que podría culminar como una EII (39,40). 
Igualmente se plantean numerosos factores de riesgo que predisponen al desarrollo de 
la EII. Entre ellos, el tabaquismo, la dieta, el uso de diversos fármacos, el estrés, la permeabilidad 
intestinal alterada y la apendicectomía han sido relacionados con la etiología de EC y CU en 
diferentes medidas (41). Los más documentados son el tabaco y la apendicectomía. En el primer 
caso, el fumar cigarrillos parece tener un efecto negativo al desarrollo de la EC y protector para la 
CU (42,43), mientras que la apendicectomía parece estar relacionada con la forma juvenil de la 
enfermedad y se presenta como un factor protector contra la CU mientras que favorece la 
aparición de la EC (44,45).  
Estos aportes pueden sugerir la existencia de vías patogénicas comunes, pero a la vez no 
determinantes, lo que apoya la definición de que la EII no es más que un grupo heterogéneo de 
desórdenes crónicos digestivos que comparten algunos, pero no todos, los agentes 
desencadenantes necesarios, revelando la importancia de la confluencia de factores 
medioambientales con la predisposición genética del paciente.  
3.4. Genes y predisposición 
Los estudios epidemiológicos entre distintos grupos étnicos, los análisis de casos con 
agregación familiar, y los estudios en gemelos, entre otros, proporcionan una evidencia clara de 
la existencia de una marcada susceptibilidad genética para la EII. No pudiéndose asignar un 
patrón mendeliano específico, se ha definido como una enfermedad de herencia compleja.  
En el año 2003, un estudio con 38,507 gemelos daneses estimó una heredabilidad 
bastante elevada con base a la concordancia de EII entre gemelos monocigóticos y dicigóticos, 
con una distribución entre un 58.3% para EC y 18.2% para CU en los monocigóticos y de 0% y 
4,5% para dicigóticos, respectivamente. En efecto, se ha descrito que la heredabilidad en EC es 
mayor que para muchas otras enfermedades de genética compleja (46). 
 Por otro lado, la agregación familiar se considera que es el factor de riesgo más 
importante para padecer la enfermedad. El riesgo relativo para un hermano de un paciente con 
EC varía entre 13 y 36, y entre 7 y 17 para un hermano con CU (46-48). El mayor riesgo lo 
presentan los hijos de padres afectados, estimado en mayor de 30% sobre los 28 años (49,50). 
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Igualmente, los enfermos con EC y con historia familiar suelen presentar un inicio más temprano 
de la enfermedad que aquellos que no la tienen. Así, alrededor del 30% de los pacientes 
diagnosticados menores a 20 años tienen historia familiar positiva de EII (51). La gravedad del 
cuadro clínico resulta similar entre los casos familiares y los esporádicos, e igualmente no se ha 
observado fenómeno de anticipación en la EII (52). 
Otro fuerte argumento para apoyar el papel de la contribución genética en el desarrollo 
de la EII, son las marcadas diferencias en la distribución de la enfermedad entre los diferentes 
grupos étnicos; donde las cifras más altas las presentan los grupos caucasoide y en especial los 
judíos Askenazi, con una prevalencia de 2 a 4 veces superior a la de cualquier otro grupo étnico, 
de forma independiente a la localización geográfica y al periodo del estudio (53,54). 
Por otro lado, en las últimas décadas, el desarrollo de nuevas tecnologías ha 
incrementado el conocimiento sobre el componente genético de enfermedades comunes, siendo 
el caso de la EII, especialmente de la EC. Los avances en el descubrimiento de genes de 
susceptibilidad proceden de varias fuentes importantes; los estudios de ligamiento, los estudios 
de genes candidatos en casos y controles y, más recientemente, los estudios de genomas 
completos. Estas investigaciones han permitido reconocer e identificar genes específicos para 
cada entidad y algunos compartidos por ambas, lo que ha permitido conocer un poco y 
desentramar el complejo mecanismo molecular que subyace en la génesis de la EII.   
La primera descripción de una asociación genética para la EII, en concreto para la EC, se 
remonta al año 1996, cuando Hugo y colbs., (55) mediante un estudio de ligamiento en familias 
con EC identificaron un locus putativo en el cromosoma 16, que luego fue denominado IBD1 
(Inflamatory bowel diseases 1). En esta región se encuentran genes candidatos como el CD19, 
SNP, CD11, IL4R, que codifican proteínas relacionadas con el sistema inmunológico, como 
receptores de membrana de linfocitos T e interleucinas pro-inflamatorias. A pesar de la pequeña 
significación estadística reportada en este estudio inicial (p<0.01), esta región ha sido 
exitosamente replicada en investigaciones independientes en varias poblaciones del mundo (56-
58). Por ejemplo, un estudio realizado por el Consorcio Internacional de EII que involucró el 
análisis de 584 pares de hermanos reportaron un LOD-Score (LS) de 5.79 para esta región 
cromosómica (59). Sin embargo, en el trabajo inicial los autores concluyen que este locus 
representaba solo un 10% de incremento del riesgo para parientes de primer grado (55). 
Tal como se indica en la Figura 1, con los años y gracias a los resultados de múltiples 
investigaciones se han identificado numerosas regiones a lo largo de todo el genoma ligadas a la 
EII, por lo general de gran tamaño (varias megabases) y conteniendo múltiples genes. Estas 
regiones han podido ser replicadas varias veces, mientras que otras, tras el estudio de asociación 
inicial no han podido serlo (60-63). 
 
 






Figura 1. Áreas de ligamiento con EII identificadas por Genome Wide Scan y estudios de replicación. 






















En términos generales, aunque aún falta mucho por entender, existe mayor 
conocimiento sobre la bases moleculares de la EC que de la CU, probablemente debido a que los 
primeros estudios y las principales investigaciones se desarrollaron enfocados en esta entidad; 
sin embargo, como se ha visto existen genes exclusivos y otros compartidos, con un efecto leve o 
moderado en el desarrollo de cada EII. Se permite suponer entonces que ambas enfermedades 
poseen vías etiológicas similares y algunos genes o factores determinantes comunes que hace 
que varíen en gran medida el efecto sumatorio de cada uno de estos factores en el desarrollo del 
fenotipo.  
En el año 2001, Ogura y colbs., en un estudio de asociación con casos y controles  
describen el primer gen candidato de predisposición a la EC en la región IBD1; NOD2 (Nucleotide-
binding oligomerization domain containing 2, conocido previamente como caspasa recruitmen 
domain protein 15/CARD15 (64). En este gen se han descrito una gran cantidad de variantes 
diferentes y asociadas como causales de la enfermedad. De ellas, dos mutaciones de sentido 
erróneo; R702W y G908R y una mutación de cambio de marco de lectura (frameshift 1007fs), son 
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las más frecuentemente relacionadas con el incremento de la susceptibilidad de padecer EC. En 
individuos heterozigotos el riesgo relativo aumenta de 2 a 3 veces, mientras que para 
homozigotos o heterozigotos compuestos varía entre 28 y 40 veces. Igualmente, estas 
mutaciones se han asociado al fenotipo más severo y de inicio más temprano de la enfermedad 
(65,66). Pero aun así, la penetrancia de mutaciones en este gen se ha estimado entre un 5 y 10% 
(67), lo que implica que no puede considerarse como único responsable de la etiopatogenia de la 
EC.  
El NOD2 codifica para una proteína receptora de membrana encargada del 
reconocimiento de productos de rupturas del proceso de degradación bacteriana; los dipéptidos 
de muramilglicanos (MDP). Estos estimulan la producción de Defensinas, un péptido 
antibacteriano en las células de Paneth del intestino, que intervienen directamente en la defensa 
ante la invasión de patógenos (68). La reducción de la expresión de Defensinas ha sido asociada 
con portadores de mutaciones en NOD2 (69). 
Otras regiones genómicas, replicadas en varias poblaciones, van desde IBD2 a la IBD9 
(Fig. 1). Cada una con diferentes grados de asociación o ligamiento. Por ejemplo, Satsangi y 
colbs., identificaron un locus de susceptibilidad en la IBD2, tanto para EC como para UC en el 
cromosoma 12p13 (LOD=5.47) (70). Igualmente, el Consorcio Internacional de EII, reportó un LOD 
para esta región de 1,2 en EC (59). En el mismo sentido, otros autores han reportado ligamiento a 
esta región en diferentes grados con una u otra entidad (60-62), pero en general, hoy se acepta 
que el IBD2 está más involucrado en el desarrollo de CU que en EC. La región IBD3, ubicada en el 
cromosoma 6, involucra al complejo mayor de histocompatibilidad, el cual ha sido implicado por 
estudios de ligamiento y asociación a la EII, especialmente para la EC.   
 
 
En general, otros loci y alelos en diferentes genes han sido propuestos para conferir 
riesgo o protección al desarrollo de alguna u otra entidad. El gen que codifica para la interleucina 
23 (IL-23R), citoquina pro-inflamatoria con importante papel en la dirección de la respuesta 
patológica inflamatoria (71), fue asociado inicialmente a EC, pero también se está viendo 
asociado a CU, mientras que otros como el NOD2 o el ATG16L1, este último involucrado en la 
autofagia, parecen ser específicos de la EC (72,73).  
 
En los últimos años, con el análisis de genomas completos, se ha obtenido información 
valiosa sobre le etiología de la EII. Un meta-análisis realizado por Barrett y colbs (74), agrupando 
los datos de 3 estudios de GWAS, logró identificar un total de 32 loci que representan solo un 
20% de los alelos de riesgo para la enfermedad, principalmente para EC. Nuevamente, el gen con 
una asociación más alta fue el NOD2 con una Odss Ratio (OR) de 3, muchos de los otros genes 
tienen ORs que varían desde 1.1 a 1.5, es decir son genes de bajo riesgo. (Fig. 2). 
 





Figura 2. Contribución de los Genome  Wide Association Studies (GWAS), a la identificación de loci de 
susceptibilidad a la EII. 
*Tomada de Trends in Genetics. Vol 25, No. 3. 2009. (75) 
 
El descubrimiento de nuevos genes de susceptibilidad trae como consecuencia el 
reconocimiento de vías metabólicas que anteriormente no estaban implicadas en el desarrollo 
patológico de la enfermedad, lo que permite dilucidar el complejo mecanismo patogénico de la 
EII, y además ofrece la opción de desarrollar nuevas herramientas terapéuticas.   
3.5. Tratamiento de la EII 
Hasta el momento no existe una cura definitiva para la EII. Los objetivos de los 
diferentes tratamientos son obtener la remisión clínica, mantener una nutrición y desarrollo 
adecuados y reducir el número y la duración de las recaídas. Para ello se implementa un 
tratamiento farmacológico, nutricional o quirúrgico, dependiendo del cuadro clínico, las 
necesidades del paciente y del criterio médico.  
3.5.1. Terapia Farmacológica 
El tratamiento farmacológico es variable, centrado principalmente en la manera de 
cómo responde el paciente a las diferentes terapias disponibles actualmente, siempre dirigido a 
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buscar y mantener la remisión de los casos. Los fármacos más utilizados son los glucocorticoides, 
los inmunosupresores y, en los últimos años, la terapia biológica con anticuerpos monoclonales. 
También se incluyen dentro de la terapia el uso de fármacos paliativos de síntomas derivados de 
la propia enfermedad o de los EA de las terapias de primera línea como antibióticos, 
aminosalicilatos, procinéticos, entre otros (76,77). 
 
Los glucocorticoides suelen ser muy eficaces para obtener la remisión en formas 
moderadas y severas de la enfermedad. Se utilizan la prednisona, la metilprednisolona y la 
budesonida. Pero con cierta frecuencia luego de un tiempo de tratamiento puede producirse 
recaída clínica y, en estos casos, suele ser necesario administrar inmunosupresores como 
complemento de la terapia, como el metotrexato. La principal desventaja de los glucocorticoides 
es la producción de EA como el Síndrome de Cushing, hipertricosis, hipertensión, osteoporosis, 
cataratas, etc. (76). El infliximab es un anticuerpo monoclonal anti factor de necrosis tumoral de 
tipo alfa (TNF-α), que ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de la EC fistulosa y de la 
refractaria, así como en dosis única para la CU severa refractaria. Los EA posibles son la fiebre, 
cefalea, prurito, hipo e hipertensión y dolor torácico. No se recomienda su empleo en caso de 
infección activa, absceso y tuberculosis (77). Con relación a los inmunosupresores los más 
utilizados son la Azatioprina (AZA) y 6-mercaptopurina (6-MP) por ser eficaces para tratar las 
situaciones de corticodependencia y corticorresistencia, y para mantener la remisión, tanto en la 
CU como en la EC. La dosis recomendada es de 2-2,5 mg/kg/día para la AZA y de 1-1,5 mg/kg/día 
para la 6-MP. El tratamiento puede mantenerse durante años, siendo los EA más frecuentes la 
depresión medular, fiebre, hepatitis, artralgia y pancreatitis, entre otros (78). 
3.5.1.1. Azatioprina (AZA) 
 
La AZA es un derivado imidazólico de la 6-mercaptopurina (6-MP), activo por vía oral y 
parenteral, con propiedades inmunosupresivas y antiproliferativas. Químicamente, es un análogo 
de las purinas endógenas adenina, guanina e hipoxantina. Es utilizada en el tratamiento de varias 
y diferentes entidades clínicas, como coadyuvante para la protección contra el rechazo en 
pacientes trasplantados de órganos y en diversas enfermedades inflamatorias y del sistema 
inmune (enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide severa, psoriasis artrítica y lupus 
nefrítico) (78,79). Se introdujo por primera vez en 1961, para el desarrollo del trasplante renal 
alogénico y, originalmente fue diseñado como una pro-droga de 6-mercaptopurina, que se utiliza 
para producir remisiones en la leucemia aguda infantil, como resultado de sus propiedades 
inmunosupresoras (80,81). Su presentación comercial es IMUREL de Medeva Pharma.  
3.5.1.2. Metabolismo del AZA 
 
Tanto la AZA, como la 6-MP no poseen actividad metabólica intrínseca, por lo que,  antes 
de ejercer su efecto deben sufrir un proceso de transformación metabólico bastante complejo. 





Una vez absorbida, aproximadamente el 90% del AZA sufre rápidamente una conversión no 
enzimática en el hígado, produciendo 6-MP y metil-4-nitroimidazol, mientras que el restante 10% 
de AZA (que es escindida también por vía no enzimática), se transforma en hipoxantina y S-metil-
1-4-nitro-5-tioimidazol (82-84). Tras la captación intracelular, la 6-MP se metaboliza por tres vías 
enzimáticas principales (Fig. 3), dos catabólicas, mediadas por las enzimas Xantin Oxidasa (XO) y 
la Tiopurina S-Metiltransferasa (TPMT) y una anabólica, dirigida por la Hipoxantin Fosforibosil 
Transferasa (HPRT) (85).  
 
La XO y la TPMT catalizan la conversión de 6-MP a los metabolitos inactivos 6-Ácido 
Tioúrico (6-TU) y 6-metil-mercaptopurina (6-MMP). La HPRT, la IMPD y la GMPS son las 
responsables de la formación de los nucleótidos de tioguanina (6-TGNs), metabolitos activos 
encargados de ejercer el efecto terapéutico del fármaco (87-89), quienes como resultado de su 
similitud estructural con las purinas endógenas interfieren con la biosíntesis de nuevas purinas, 
así, son eventualmente incorporados en el Acido Desoxirribonucleico (ADN) como bases 
anormales, modificando su estructura e interfiriendo con la de síntesis de proteínas y ácidos 
nucleicos (90-92). Al mismo tiempo, por su homología con el GTP, mensajero intracelular, los 6-
TGNs pueden producir un efecto supresorio de la proliferación de células involucradas en la 
determinación y amplificación de la respuesta inmune; como las células T y B, y, por tanto, la 




 Figura 3.Esquema general del metabolismo de la Azatioprina. 
*Tomado de Digestive and Liver Disease 37:282–97,2005. (86) 
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Alternativamente, el 6-TIMP se puede convertir en ribonucleótidos de                                      
6-metilmercaptopurina (6-MMPR), los cuales son citotóxicos y se han reportado que están 
relacionados con el desarrollo de hepatotoxicidad (85,94). Igualmente, el 6-TIMP puede ser 
fosforilado para producir 6-tio-inosin di y trifosfato (6-TIDP/TITP), éste último está asociado a 
toxicidad en el páncreas, erupción cutánea, molestias gastrointestinales y neutropenia, en 
especial en aquellos individuos con defectos en la actividad de la enzima ITPA, encargada de 
eliminar este metabolito (95-97). 
3.5.1.3. Farmacocinética del AZA 
 
Posterior a la administración oral de la AZA, entre el 16% y el 50% de la dosis ingerida se 
absorbe en tracto gastrointestinal alto. Este porcentaje puede ser significativamente menor en 
individuos con alteraciones intestinales como la EC (26). El pico máximo en sangre se alcanza en 
1-2 horas después de la administración, seguido en una caída rápida, ya que rápidamente se 
convierte en 6-MP. La semivida plasmática es de 12-15 min, mientras que la de 6-MP es de 30 
min a 4 horas. Aproximadamente el 88% de la AZA es convertida a 6-MP en el hígado, generando 
compuestos como glutatión y metabolitos inactivos como el 6-TU. Hasta el 50% de la dosis se 
excreta en la orina dentro de las 24 horas posteriores a la administración, sin embargo, sólo una 
pequeña cantidad (0,10%) de la AZA se excreta sin cambios. Otro 12% de la dosis se excreta 
inalterada en las heces (82,98). 
Una característica de la acción farmacológica de la AZA es su retraso en la aparición de 
su efecto, que puede tomar 8-12 semanas, posiblemente debido a la lenta acumulación de           
6-TGNs dentro de las células. Esto no es necesariamente cierto en el caso de los efectos tóxicos 
de la AZA, algunos de los cuales pueden ocurrir en cualquier momento durante el tratamiento 
(por ejemplo, la pancreatitis que suele aparecer a los pocos días de iniciada la terapia) (87,88).  
3.5.1.4  Efectos adversos al tratamiento con AZA 
 
La AZA es generalmente bien tolerada sin EA serios. Sin embargo, algunos EA son muy 
importantes y necesitan una rápida atención; otros pueden suceder mientras el organismo se 
acostumbra al fármaco. Durante el tratamiento, entre un 15 y un 30% de los pacientes que 
reciben AZA llegan a desarrollar algún tipo de EA (93,98-103). Estos se han clasificado en relación 
a la dosis, como dosis independientes y dosis dependientes. Los del primer grupo suelen ser de 
rápida aparición y se incluyen la hepatitis, pancreatitis, erupciones de la piel, fiebre, diarrea, 
artralgias y nauseas. El segundo grupo son dosis dependientes y entre ellos destacan la 
mielosupresión y la hepatotoxicidad (86).  






4. Farmacogenética del tratamiento con tiopurinas 
Parte de la variabilidad en la respuesta a los fármacos es consecuencia de la presencia 
de variantes alélicas en genes relacionados con la absorción, distribución, metabolismo, 
proteínas trasportadoras, receptores y dianas de los fármacos. En el caso de las tiopurinas, el 
principal enfoque de la investigación farmacogenética ha recaído sobre  el estudio de la enzima 
TPMT, que juega un papel importante en su metabolismo catabólico y, como resultado de estas 
investigaciones, se ha demostrado que su actividad se encuentra regulada genéticamente (104-
106).  
La actividad de la enzima TPMT presenta una variación en su herencia que sigue un 
patrón autosómico dominante. Aproximadamente el 90% de la población tiene una actividad 
enzimática elevada (homozigotos para el alelo normal), cerca del 10% presentan una actividad 
intermedia (heterozigotos para un alelo de baja actividad), y aproximadamente 1 de cada 300 
individuos poseen una actividad baja o nula (homozigotos para alelos mutados) (106). 
 
El gen que codifica para la enzima TPMT se encuentra en el cromosoma 6, contiene 10 
exones (107), y hasta la fecha por lo menos 26 variantes de alelos TPMT se han descrito y varios 
de ellos se han asociado con la modulación de la actividad enzimática (108-110)(Fig. 4). El alelo 
normal, con una actividad enzimática alta o normal, se reconoce como *1 y el resto de los alelos 
descritos varían desde los alelos de actividad disminuida o baja, hasta alelos que no afectan el 
fenotipo; TPMT*2, *3A, *3B, *3C, *5, *6, *7, *8, *9, *10, *11, *12, *13, *14, *16, *17, *18, *19, 
*20, *21, *22, *23, *24, *25 y *26. Adicionalmente, se ha descrito un polimorfismo del tipo VNTR 
(variable number of tandem repeats) ubicado en la región promotora del gen y que regula la 
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Entre las variantes de baja actividad, las más comunes especialmente en poblaciones 
caucasoides son los alelos TPMT*2, *3A,*3B y *3C (14,112-114). El alelo TPMT*2 se caracteriza 
por la presencia de la transversión c.238G>C (Ala80Pro), el TPMT*3A por presentar las 
transiciones c.460G>A (Ala154Thr) y c.719A>G (Tyr240Cys), el TPMT*3B por solo poseer la 
transición c.460G>A, y el TPMT*3C por solo presentar la transición c.719A>G. 
Estos alelos en conjunto cuentan con aproximadamente del 80 al 95% de los alelos que 
llevan a una disminución en la actividad enzimática debido al aumento en la tasa de proteólisis 
de las proteínas mutantes (113). Es de comentar, que se ha evidenciado una importante 
variabilidad en la distribución de las frecuencias alélicas, así como también el efecto que tienen 
estos alelos sobre la actividad enzimática de TPMT en células rojas sanguíneas (RBC)  entre 
diferentes grupos étnicos estudiados. 
En relación al metabolismo, la actividad de TPMT determina la tasa de formación de      
6-MMP en contraposición al principio activo 6-TGNs, al ejercer su efecto en una de las vías 
catabólicas (detoxificadora) (Fig. 3). Una actividad disminuida de TPMT puede llevar a la 
sobreproducción de 6-TGNs y, así provocar citotoxicidad y supresión exagerada del sistema 
inmune o, en caso contrario, una actividad elevada daría como resultado una eliminación rápida 
del fármaco lo que se correspondería con tolerancia al mismo (102). 





Varios estudios realizados en este campo han llegado a la conclusión de que conocer el 
genotipo en TPMT previo a la administración del fármaco permite la identificación de las 
personas que sean homozigotos para alelos de baja actividad y, por tanto, ser propensos de 
experimentar efectos tóxicos graves al ser tratados con AZA, especialmente la mielosupresión. 
Sin embargo, en el caso de los individuos heterozigotos el panorama se hace más 
complejo puesto que la variabilidad en la respuesta ante el fármaco es muy diversa.  La presencia 
de un alelo anormal no es suficiente para garantizar la ocurrencia de EA durante el tratamiento. 
Por ejemplo en un estudio realizado por Colombel y colbs., en el año 2000, en pacientes tratados 
con AZA y que desarrollaron mielosupresión al 83% se le retiró el fármaco o se redujo la dosis, y 
solo un 27% de los pacientes resultaron ser portadores de un alelo de TPMT asociado a baja 
actividad (11). Contrariamente, en otro estudio de 67 pacientes con enfermedad reumatológica, 
solamente 6 fueron heterozigotos con un alelo *3A y en cinco de ellos se detuvo el tratamiento 
por la presencia de efectos secundarios (115).  
 Por otro lado, en los últimos años, otra deficiencia enzimática ha sido asociada a 
toxicidad producida por el tratamiento con AZA. La Inosín Trifosfato Pirofosfatasa (ITPA), cataliza 
la pirofosfohidrólisis de Inosín trifosfato (6-TITP) a Inosín monofosfato (6-TIMP) y su deficiencia 
lleva a una anormal acumulación de 6-TITP (Fig. 3), que ha sido asociada con la aparición de EA 
como la pancreatitis, síntomas gripales y erupciones en la piel en pacientes tratados con AZA 
(96,97,116,117).    
 
El gen de la ITPA se ubica en el cromosoma 20 y se ha reportado que la actividad de la 
enzima se encuentra determinada genéticamente. Con al menos 5 variantes identificadas, de las 
cuales 3 (c.138G>A, c.561G>A y c.708G>A), son sinónimas y las otras 2 (c.94C>A y IVS2+21A) 
están asociadas con disminución de la actividad enzimática (Fig. 5). La variante c.94C>A provoca 
un cambio de Pro32Thr, que es compatible con problemas de conformación dimérica de la 
enzima (118), mientras que la IVS2+21A>C conduce a un procesamiento ineficaz (119). La 
presencia de estas variantes puede llevar desde ausencia completa de actividad enzimática hasta 
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Al analizar estas variantes en un estudio realizado sobre 62 pacientes con EII, el alelo 
c.94C>A se asoció significativamente con la aparición de EA como los anteriormente descritos, 
con un OR de 4.2 (IC95% 1.6-11.5, p=0.0034) (96). No obstante, estos resultados se contradicen 
con otro estudio con 73 pacientes con EII y desarrollo de EA en donde no se observó tal 
asociación (OR 1.015, IC95% 0.360-2.867, p=0.593) (121). 
Igualmente, Ansari y colbs., en el año 2003 (117), determinaron la variante c.94C>A del 
ITPA y los alelos *2, *3A, *3B y *3C del TPMT en pacientes con EII, encontrando que la variante 
c.94C>A se asoció significativamente con EA al fármaco (OR=4,2 IC95% 1,6-11.5, p=0.0033), 
mientras que las variantes en TPMT no fueron significativamente asociados con el desarrollo de 
EA a la AZA en general, pero si se encontró asociación estadística significativa al predecir los EA 
en un subgrupo de 14 pacientes con náuseas y vómitos (OR=5.1 IC95% 1,3-19,5, p=0.0239). No se 
pudo demostrar asociación entre las variantes en TPMT e ITPA con mielosupresión, pancreatitis o 
hepatitis en este estudio.  
Sobre la base de los resultados contradictorios ofrecidos por estudios como los 
anteriores, estos hallazgos sugieren que las variantes en TPMT e ITPA podrían en cierto grado y, a 
diferentes niveles, contribuir a la intolerancia a la AZA y, que no todos los EA que se presentan se 
deban exclusivamente a variaciones en estas dos enzimas. Hasta el día de hoy, las informaciones 
aportadas continúan siendo material de debate sobre el verdadero papel de los polimorfismos en 
los genes TPMT e ITPA y la aparición de EA en pacientes que reciben Azatioprina (121-124). Más 
aún hay poca o ninguna referencia sobre los mismos y la eficacia del tratamiento con AZA.  
Está clara y es bien reconocida la necesidad de identificar individuos homozigotos 
mutantes para el TPMT quienes tienen las más altas probabilidades para el desarrollo de 
mielosupresión, y se plantea sobre ellos desde la no administración del fármaco a una 
administración con dosis menores acompañado de una supervisión muy precisa para controlar el 
desarrollo EA. Sin embargo, la mielosupresión no es el único EA presentado durante el 
tratamiento con AZA y la verdad es que muchas veces el desarrollo de mielosupresión no se 





acompaña de la presencia de un alelo mutado en el gen TPMT, lo que indica que esta variante 
solo explicaría una pequeña porción, aunque importante, de la aparición de este tipo de EA 
durante el tratamiento con AZA.  
Datos como estos nos indican que deben existir otros factores, variantes, genes, que de 
alguna forma predispongan a la aparición y desarrollo de estos tan diversos EA al tratamiento con 
AZA. Razón por la cual nos hemos planteado esta investigación que tiene como objetivo principal 
desarrollar un estudio de genoma completo con el fin de explorar la posibilidad de identificar 
variantes genéticas relacionadas con la eficacia del tratamiento y el desarrollo de EA que no 
puedan ser atribuibles a los genes implicados en el metabolismo de la AZA; TPMT e ITPA.  
 
5. Estudios de Genoma Completos y Farmacogenética 
 Desde la década de los 90 los estudios farmacogenéticos estaban diseñados para 
estudiar el efecto de un único gen en la disposición y/o respuesta del fármaco. Sin embargo, en la 
era de la farmacogenómica, el efecto de múltiples genes sobre un particular fenotipo puede ser 
abordado de manera eficaz, especialmente cuando se observa una variación interindividual 
marcada ante el efecto del fármaco.  
  Tradicionalmente, estas investigaciones se basaban en la estrategia de genes 
candidatos, donde se relacionaba un determinado genotipo a un fenotipo en particular 
(respuesta o eficacia). Los genes escogidos para ser evaluados, generalmente se determinaban 
por el conocimiento a priori del metabolismo del fármaco; como la familia de CYP450, algunos 
receptores, proteínas dianas, entre otros.  
Esta estrategia ha dado frutos importantes a la sedimentación de la farmacogenética 
dentro de la práctica clínica, como por ejemplo, es reconocible el impacto de los polimorfismos 
del gen TMPT y el uso de las tiopurinas, o de las variantes en el UGT1A1 con el uso del irinotecan, 
donde la FDA (Food and Drug Administration), recomienda el desarrollo de una prueba 
farmacogenética para la identificación de estas variantes previo a la prescripción del fármaco, 
evidenciando el uso clínico de la investigación en farmacogenética y farmacogenómica.  
Sin embargo, hoy es reconocido que la forma en que un individuo responde ante un 
fármaco puede ser comparado a lo que consistiría el trasfondo molecular de una enfermedad 
compleja. Especialmente cuando nos referimos al fenómeno de las reacciones adversas, donde 
desde un punto de vista molecular, un número variable de genes pueden, y de hecho, 
frecuentemente están involucrados.    
Una alternativa a la estrategia de genes candidatos ha nacido en los GWAS. 
Conceptualmente, su enfoque consiste en estudiar de forma rápida miles de marcadores 
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genéticos a lo largo de todo el genoma de muchas personas al mismo tiempo para encontrar 
variaciones genéticas asociadas con una enfermedad o una característica fenotípica en particular. 
El aporte que esta estrategia le ha dado a la medicina molecular de hoy en día es 
considerablemente importante, logrando identificar variantes genéticas causales o asociadas al 
desarrollo de numerosas enfermedades; como la diabetes tipo 1 y 2, artritis reumatoide, 
enfermedad arterial coronaria, y enfermedad de Crohn, entre otras (125). 
Desde el año 2007 se han reportado importantes investigaciones en el área de la 
farmacogenética donde utilizando esta metodología de genomas completos se han podido 
identificar variantes genéticas asociadas a la eficacia, toxicidad e incluso ajuste de dosis, de 
ciertos fármacos como el interferón-α, anti-TNF, warfarina, acenocumarol y el clopidogrel, entre 
otros. Una de las ventajas primordiales de los GWAS es la capacidad de realizar el análisis sin la 
necesidad de partir de una hipótesis previa. Lo que permite la consideración de rutas metabólicas 
desconocidas o variantes en genes nuevos o menos obvios que con las técnicas tradicionales 
habrían pasado desapercibidas.  
Por otro lado, existen ciertas consideraciones a la hora de plantearse y desarrollar un 
GWAS farmacogenético que ciertamente han limitado, si bien no su aplicación, tal vez si la 
habilidad para reflejar su utilidad en esta área al ser comparadas con el estudio de otras 
características fenotípicas o enfermedades complejas, a saber: el tamaño de la muestra y la 
caracterización fenotípica, así como también muchas veces cuando el fenotipo es muy raro el 
conseguir un grupo adecuado para la réplica y la validación de los hallazgos iniciales.  
Obtener un número adecuado de pacientes en un estudio farmacogenético es una tarea 
muy importante y muchas veces limitante. Se podría decir que una parte importante de los 
GWAS farmacogenéticos no han podido demostrar significación estadística en sus resultados ya 
que por lo general involucran pequeñas cohortes de pacientes con insuficiente poder para 
detectar variantes génicas con efectos pequeños o moderados sobre el fenotipo. Las 
características de respuesta o no respuesta así como el caso de EA específicos suelen ser raras y 
dependen también del tipo de fármaco involucrado. Igualmente, muchas veces la definición 
clínica del propio efecto o respuesta ante el fármaco es difícil de caracterizar o definir, 
apareciendo con una amplia heterogeneidad clínica que muchas veces dificulta su medición 
cuantitativa y categorización en grupos específicos. Lo mismo es aplicable a la hora de la réplica 
de los resultados iniciales. Si bien es cierto, que la validación de los hallazgos en el estudio piloto 
es lo que determina la relevancia de la o las variantes implicadas, muchas veces la dificultad de 
conjugar un número adecuado de casos y controles con características fenotípicas similares hace 
de las réplicas un problema difícil de superar.   
Afirmando que estas circunstancias son de considerar, indudablemente el beneficio de 
utilizar esta herramienta es evidente en cuestión de tiempo y dinero a invertir. En sí mismo, el 
estudio de genoma completo tiene un mejor coste-beneficio al indagar en un solo análisis miles 





de variantes alélicas estudiando la variabilidad genética común en un grupo de pacientes o 
poblaciones, a diferencia de lo que supondría ir paso a paso en una estrategia gen candidato. El 
adelanto en el conocimiento sobre la composición del genoma humano, aunado al desarrollo de 
plataformas de genotipado de alto rendimiento, donde pueden estudiarse regiones 
cromosómicas específicas, variabilidad en zonas no codificantes, presencia o ausencia de CNVs 
(Copy Number Variants, en inglés), o variaciones a nivel del genoma codificante, el exoma, han 
permitido estudiar un mayor número de hipótesis, algunas antes no pensadas, en un menor 
periodo de tiempo y con grandes repercusiones en la aplicación clínica.  
En este sentido, en el caso particular de la farmacogenómica en el tratamiento con AZA, 
nos hemos propuesto emplear la herramienta del estudio del genoma completo dirigido al 
estudio de la variabilidad a nivel de SNPs que comprometen algún cambio a nivel proteico y así 
tratar de dar respuesta, si es que la hay, de cuál es el trasfondo molecular en la forma en que un 
individuo reacciona ante este fármaco, y que dichas diferencias en el patrón de comportamiento 
no pueden ser atribuibles a modificaciones en los genes clásicos del metabolismo del AZA, el 






















Objetivo general:  
• Identificar variantes génicas nuevas en un estudio de genoma completo que puedan 
explicar parte de la variabilidad en la respuesta (eficacia y toxicidad) ante el uso del 
fármaco Azatioprina en un grupo de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal.  
 
Objetivos específicos:  
• Desarrollar un estudio de genoma completo que comprende una gran parte de la 
porción codificante del genoma humano cubriendo alrededor de 20.000 SNPs 
distribuidos a lo largo de todos los cromosomas para identificar variables genéticas 
posiblemente relacionadas con la eficacia y el desarrollo de EA al tratamiento con AZA. 
 
• Seleccionar un grupo de SNPs con relevancia estadística y replicarlos en una población 
control con características similares a la original y así determinar la posible asociación 
con el desarrollo de EA o la eficacia al tratamiento con AZA. 
 
• Identificar algunos genes nuevos que puedan influenciar la variabilidad en la respuesta 
farmacológica ante el uso de la AZA.  
 
• Valorar la contribución de genes TPMT e ITPA previamente descritos y relacionados al 
desarrollo de EA e inducidos por el tratamiento con AZA en pacientes con EII, así como 
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1. Pacientes y criterios de inclusión 
En una primera fase se reclutaron 235 pacientes con EII por parte del Grupo Gallego de 
Enfermedad Inflamatoria (EIGA), en un periodo comprendido entre Octubre de 2008 y abril de 
2009. Los pacientes procedían de cuatro hospitales de la comunidad de Galicia (Complejo 
Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela, Hospital Arquitecto Marcide de Ferrol, 
Hospital Montecelo de Pontevedra y Hospital Xeral-Cies de Vigo). Como criterio de inclusión se 
escogieron solo aquellos pacientes que refirieron ser de origen caucásico y que habían sido 
tratados con Azatioprina (AZA-Imurel), por un mínimo de 6 meses (principalmente para la 
selección de los controles), presentaran o no efectos adversos. Todos los pacientes o los 
representantes legales, cuando lo ameritaba, una vez incluidos en el estudio dieron su 
consentimiento informado previo a la participación en el mismo.  
 
Para la evaluación diagnóstica se siguieron los criterios de Lennard-Jones (126), 
recomendados por el EIGA. Todos fueron examinados mediante una historia clínica de rutina 
donde se recogieron datos generales como etnicidad, historia familiar, estilo de vida (hábitos 
alimenticios y tabaquismo), resultados de las pruebas analíticas, así como otros datos 
considerados importantes relacionados con su diagnóstico. Tras la adopción del esquema de 
tratamiento, los pacientes fueron evaluados periódicamente, con inclusión de pruebas 
sanguíneas cada mes al inicio de la terapia y luego cada 3 o 4 meses, para el seguimiento de la 
evolución de la enfermedad y la respuesta clínica y/o el desarrollo de reacciones adversas al 
fármaco.  
 
Los pacientes fueron clasificados como casos y controles en función de la respuesta al 
tratamiento y el desarrollo o no de EA. En el estudio se incluyeron un total de 233 pacientes; 156 
con EC y 77 con CU. Dos pacientes fueron excluidos por no cumplir con los requisitos de 
inclusión. La edad promedio fue de 39 años y se observó una distribución similar entre sexos. 
Éstas y otras características demográficas se muestran en la Tabla 8 (Apartado de Resultados). 
 
Para replicar los resultados de la primera en una segunda fase se analizaron 264 
muestras de ADN procedentes del Estudio Nacional en Enfermedad Inflamatoria Intestinal sobre 
Determinantes Genéticos y Ambientales (ENEIDA). Los pacientes procedían de distintos 
hospitales de las comunidades de Cataluña y Madrid (Hospital Clinic, Hospital M. Terrassa, 
Hospital del Mar, Hospital de la Santa Crey i Sant Pau y Hospital Germans Trias i Pujol de 
Barcelona, Hospital La Princesa de Madrid). Todos los pacientes fueron diagnosticados con EII; 90 
con CU y 174 con EC. Como criterio de inclusión se escogieron solo aquellos pacientes que 
refirieron ser de origen caucásico y que habían sido tratados con Azatioprina (AZA-Imurel), por un 
mínimo de 6 meses (especialmente para los controles), presentaran o no efectos adversos. En 
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cuanto al sexo la distribución fue similar, 134 hombres y 130 mujeres, con edades entre los 9 y 78 
años con un promedio de 34 años. Igualmente, todos los pacientes incluidos o sus representantes 
legales dieron su consentimiento informado previo al estudio. 
 
Los datos demográficos de la cohorte de réplica se reflejan en la Tabla 18 (Apartado de 
Resultados). De este grupo se realizó una subclasificación de casos y controles basándose en los 
criterios de tiempo de exposición al fármaco y tipo de efectos adversos, así como respuesta o no 
al tratamiento con AZA. Los criterios fueron similares a los aplicados a la población inicial.  
2. Aspectos éticos del estudio 
Este estudio fue aprobado por los comités éticos de las instituciones implicadas y se ha 
llevado a cabo acorde a la declaración de Helsinki. Todos los individuos fueron evaluados y 
diagnosticados por especialistas según protocolo de referencia. Los modelos de consentimiento 
informado, para la primera y segunda fase, se adjuntan en el apartado VIII de Anexos de la 
presente tesis (Anexos 1 y 2). 
3. Diseño del estudio 
Para realizar la búsqueda de variantes génicas nuevas relacionadas con la toxicidad y 
respuesta ante el uso del AZA en pacientes con EII, hemos llevado a cabo un estudio 
retrospectivo del tipo caso-control en dos fases, que involucró un estudio de asociación del 
genoma completo considerando como categorías de análisis características relacionadas al 
tratamiento con AZA, específicamente la eficacia y la toxicidad.  
 
En la eficacia, se incluyeron los individuos que respondieron o no al fármaco según los 
criterios clínicos recomendados y que se describirán en el siguiente punto a continuación, no 
considerando para el análisis aquellos pacientes con respuesta indeterminada. Para evaluar la 
toxicidad, igualmente se agruparon como casos y controles aquellos individuos que desarrollaron 
o no EA al fármaco, haciendo un análisis global de todos los EA en conjunto, así como, de forma 
estratificada considerando cada efecto por separado.  
 
Las categorías quedaron identificadas como: respondedores (controles), no 
respondedores (casos), al evaluar la eficacia y para la toxicidad, los individuos que no 
desarrollaron EA (controles) y como casos todos los pacientes que desarrollaron alguno de los EA 
observados en nuestro estudio; “pancreatitis, mielosupresión, molestias digestivas, artralgia, 
hepatotoxicidad, reacciones cutáneas y alopecia”.  
 
En el estudio se evaluó la contribución de los genes TPMT e ITPA previamente descrito 
en la literatura científica como relacionados a fenotipos específicos de EA al tratamiento con AZA.  
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3.1 Dosis y evaluación de la respuesta clínica al tratamiento 
La elección de la dosis de AZA se basó, como generalmente se recomienda, en el peso 
del paciente (2-2.5 mg/kg/día), y no en el nivel de TPMT. De acuerdo a las recomendaciones 
(127-130), el tratamiento con AZA fue considerado exitoso (respondedores) si se logró una 
remisión clínica definida como un resultado a la evaluación de un CDAI <150 en EC, y  <3 en la 
escala Mayo para CU, sin el consumo de esteroides por lo menos 12 meses. El fracaso del 
tratamiento (no respondedores) fue asumido si no se obtuvo la respuesta clínica esperada 
después de un tiempo adecuado de tratamiento (entre 8 y 20 meses). El estado de respuesta 
indeterminado se adjudicó en los pacientes donde el tiempo de exposición al fármaco no fue 
suficiente para evaluar la respuesta clínica, ya sea por abandono del tratamiento o por que la 
aparición de un efecto secundario obligo a la retirada del mismo. 
 
3.2 Criterios Clínicos para la definición de los EA 
El criterio para definir los efectos adversos fue tomado según recomendaciones de guías 
clínicas y/o reportes científicos previos (15,131,132). Y quedaron definidos bajo las siguientes 
consideraciones:  
 
• La mielosupresión como una reducción en el número de glóbulos blancos totales 
(<3.0x109/L), que incluye: neutropenia (recuento de neutrófilos <1.5x109/L) y / o 
trombocitopenia (recuento de plaquetas <100x109/L).  
• La hepatotoxicidad como un aumento de las enzimas hepáticas ALAT o GGT de al 
menos dos veces el valor normal.  
• La pancreatitis fue definida por la presencia de dolor abdominal severo y una 
elevación de 3 veces lo normal de la amilasa sérica y / o lipasa.  
• La intolerancia digestiva por la presencia de diarrea, náuseas o vómitos. 
• Las reacciones cutáneas cuando se presentó enrojecimiento de la piel de manera 
significativa.  
• La artralgia cuando se presentó dolor generalizado en articulaciones.   
• La alopecia por la pérdida de cabello  
 
Todos los pacientes fueron monitoreados de cerca por medio de análisis de sangre y 
visitas periódicas al médico (mensual al inicio y trimestral luego de los 3 primeros meses) con el 
objetivo valorar la aparición y desarrollo de los EA y/o los efectos clínicos de la enfermedad. 
Información adicional se recuperó de la historia clínica. 
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4. Extracción del ADN 
A cada paciente se le extrajo 10 ml de sangre periférica por venopunción con E.D.T.A 
como anticoagulante, el cual fue enviado a la Fundación Pública Galega de Medicina Xenomica 
(FPGMX) y almacenado a 4ºC o congelado hasta el momento de su procesamiento. La extracción 
del ADN a cada una de las muestras recibidas se realizó mediante dos procedimientos diferentes, 
el método Wizard® Genomic DNA Purification Kit de la casa Promega (Promega, Madison, WI, 
USA). Y la  extracción automatizada con Chemagic DNA Blood 100 Kit (Chemagen AG, Baesweiler. 
Germany), utilizando el robot Chemagic Magnetic Separation Module I (Chemagen AG). En 
ambos casos, siguiendo las indicaciones recomendadas por la compañía. La verificación de la 
cantidad y pureza del ADN extraído se realizó utilizando el espectrofotómetro NANODROP       
ND-1000, y posteriormente fue conservado en nevera a 4ºC hasta su análisis. 
 
5. Genotipados 
El genotipado de las muestras fue realizado en la FPGMX, en Santiago de Compostela, 
España. En el estudio se han empleado tres procedimientos de genotipado según las 
necesidades: en el análisis de asociación de genoma completo (GWAS) de la población gallega se 
empleó el GeneChip Human 20K cSNP de Affymetrix y el genotipado basado en la tecnología 
SNaPshot® para el estudio de los genes TPMT e ITPA. En el análisis de la población de réplica la 
tecnología MALDI-TOF-MS. Tanto la plataforma Affymetrix como la de Sequenom para el MALDI-
TOF se emplearon en convenio con en el Centro Nacional de Genotipado (CEGEN) - nodo de 
Santiago de Compostela. 
5.1 Affymetrix GeneChip Human 20K cSNP 
Para el Estudio de Asociación de Genoma Completo (GWAS), hemos utilizado el chip de 
Affymetrix GeneChip Human 20K cSNP Kit (AFFX, Santa Clara, CA). El mismo consiste de dos 
paneles que contienen aproximadamente 20.000 polimorfismos del tipo SNP ubicados en 
regiones codificantes del genoma humano, representando la misma cantidad de cambios 
aminoacídicos en proteínas humanas, con una cobertura en aproximadamente 10.000 genes.  
 
El chip utiliza la metodología Molecular Inversion Probe (MIP) desarrollada por AFFX y 
que está diseñada para trabajar en conjunto con el GeneChip® Scanner 3000. Inicialmente, las 
sondas utilizadas en el diseño del chip se basaron en la base de datos dbSNP124 y contenía cerca 
de 60.000 SNPs codificantes no sinónimos. De éstos, para el primer panel solo fueron 
seleccionados aquellos que lograron ser validados, y llegaron a formar parte del panel 1 del  
Affymetrix GeneChip® Human 10K cSNP kit. Finalmente, otros 10K de SNPs codificantes fueron 
acoplados para integrar los paneles 1 y 2, y reunir aproximadamente 20.000 sitios polimórficos 
del genoma con un intervalo promedio de <70Kb entre cada SNP considerando todos los 
cromosomas.  
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Figura 6. Distribución genómica de los SNPs incluidos en los dos 













En el genotipado se ha empleado el protocolo recomendado por la casa comercial 
(AFFX).  
 
Desarrollo del proceso de genotipado del  GeneChip Human 20K cSNP 
 El paso inicial para la preparación del chip consiste en la normalización de las muestras 
de ADN a una concentración recomendada de 150 ng/µL con buffer TE1X. En nuestro caso todas 
las diluciones de las muestras de ADN normalizadas se prepararon en placas plásticas de 96 
pozos, denominadas placas de muestras, identificadas y almacenadas a -20°C hasta el momento 
de su utilización. Posteriormente se procedió con el protocolo de trabajo recomendado por AFFX 
que está dividido en 9 pasos:  
 
• Paso 1 – Diseño y preparación de la placa. 
• Paso 2 – Anillado.  
• Paso 3 – Preparación de las placas de ensayo. 
• Paso 4 – Llenado de Vacíos, adición de dNTP, ligado, inversión y primera PCR. 
• Paso 5 – Segunda PCR. 
• Paso 6 – Digestión enzimática. 
• Paso 7 – Hibridación de las muestras. 
• Paso 8 – Tinción y lavado.  
• Paso 9 – Lectura del chip. 
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A continuación se describe brevemente el desarrollo de cada paso: 
• Diseño y preparación de la placa: Este paso consiste en la planificación y creación de un 
proyecto de análisis con información de las muestras, posición en la placa, género y tipo 
de ensayo a realizar o chip a utilizar. Un archivo con estos datos son incorporados al 
programa Affymetrix GeneChip® Targeted Genotyping Analysis Software (GTGS) y es 
utilizado por el software para preparar la placa de anillado que se utilizara en el 
siguiente paso. Es importante mencionar que las corridas están diseñadas para trabajar 
con 24 muestras de manera simultánea y que en este caso, tal y como es recomendado 
por la empresa, se incorporó por cada 23 muestras un control de ADN proporcionado en 
el Kit.  
 
• Anillado: En este paso, el ADN genómico, las sondas del panel de ensayo y el reactivo de 
coctel de anillado, son mezclados en la placa de anillado y colocados en un 
termociclador por un periodo no menor a 16 horas y hasta 24, con una temperatura 
controlada de 58ºC para facilitar el proceso de alineamiento entre las sondas y el ADN 
de la muestra. 





• Preparación de la placa de ensayo: Esta etapa es relativamente corta y se fundamenta 
en la planificación en el GTGS de la placa donde se realizara el ensayo propiamente 
dicho, y consiste en preparar una placa de PCR de 96 pozos con identificador de código 
de barras diferente necesario para que pueda ser reconocido por el equipo.   
 
• Llenado de Vacíos (Gap Fill), adición de dNTPs y ligado, inversión y primera PCR: Esta 
etapa inicia con la transferencia de las muestras a la placa de ensayo dividiendo cada 
una en 4 alícuotas iguales. Luego se realizaran una serie de adiciones de reactivos bajo 
las modalidades de “Adiciones en frio” que deben hacerse en hielo, y “Adiciones en 
calor”, cuando las placas se encuentran en el termociclador a temperatura controlada.  
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o Llenado de Vacíos (Gap Fill): este paso consiste en la adición en frio del Gap Fill 
Mix, una enzima encargada de posicionarse sobre el SNP interés dentro de cada 
muestra en el panel de ensayo, y ayudar en la incorporación del dinucleótido 
especifico en la siguiente fase del ensayo.     
 









o Adición de dNTPs y ligado: Esta es también una etapa de adición en frio donde 
se coloca en cada una de las 4 alícuotas un dinucleótido diferente (dATP, dTTP, 
dCTP y dGTP). Ahora, el dinucleótido complementario al SNP en estudio será 
incorporado a su sitio por medio de la intervención de la enzima “Gap Fill” con 
base a su complementariedad. En este momento dependiendo del genotipo 
para el SNP, si es homozigoto o heterozigoto, ocurrirá la unión o el llenado del 
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Una vez que el gap es llenado, por el dinucleótido correspondiente, la 
estructura formada entre el ADN de la muestra y la sonda del ensayo se cierra 
covalentemente y de manera circular y pasa a ser reconocido como “sonda 
cerrada con candado”. 
 
o Adición de Exo mix: Posteriormente, a las alícuotas se les hace una adición en 
frio de exonucleasas, encargadas de digerir el ADN linear presente en la mezcla 
de reacción, ya sea el genómico o el de las sondas no utilizadas. Estos 
fragmentos lineares van a estar presentes en las alícuotas de las reacciones que 
no fueron cubiertas en el paso anterior de llenado del vacío (Gap), es decir, 
aquellas donde no hubo complementariedad entre el SNP y el dinucleótido 
adicionado.  









Farmacogenómica del AZA 




En el caso de homozigotos, se habrá dado la digestión de las moléculas 
lineares en 3 de las 4 alícuotas, mientras que en los heterozigotos será solo en 2 
de las 4, y estas contendrán entonces ADN digerido. En el caso del ADN 
genómico, este también será digerido menos en los lugares donde ocurrió el 
cierre de la estructura en candado por la incorporación del dNTP 
correspondiente.  
 
o Adición del reactivo de Escisión e inversión: La cuarta adición es en caliente y 
consiste en suministrar a la mezcla un enzima de restricción que cortara el 
complejo de candado en el sitio de escisión 1 para llevar la estructura a la 
forma linear y liberar del ADN genómico.  
 








Un vez que se ha producido este corte, y como la orientación de la 









• Adición de AmpMix y primera PCR: este paso consiste en una adición en caliente del 
Amp Mix. En este momento la primera reacción en cadena de la polimerasa (PCR, 
por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction) comienza y las sondas lineares 
invertidas  son amplificadas usando iniciadores comunes.  
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El producto de esta reacción es llamado ahora producto de la primera PCR. En el 
siguiente diagrama se puede identificar cada una de las adiciones, reactivos 
utilizados, y tiempo necesario en la etapa anterior.  
 







• Segunda PCR: Este paso se inicia con la transferencia del producto de la primera PCR 
a una placa llamada Placa Etiquetada. Luego de la transferencia un iniciador alelo-
especifico diferente es adicionado a cada mezcla y se lleva a cabo la segunda PCR. 
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Utilizando el programa de amplificación indicado en la siguiente imagen: 
 








• Digestión: En esta etapa el producto marcado de la segunda PCR es digerido en el 
sitio de escisión 2. Este proceso elimina el ADN genómico amplificado y libera los 
productos específicos donde se encuentra el SNP a identificar. En este paso se 
deben unificar las 4 reacciones de PCR que anteriormente estaban separas, en un 
solo pozo en una placa de Hibridación.  
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• Hibridación de las muestras: En este paso a cada muestra se les adiciona el coctel de 
hibridación y son colocadas en un termociclador para desnaturalización. Luego, 
cada muestra es colocada en un “GeneChip® Universal TagArray”,  y son colocados 
en un horno de hibridación a 39ºC entre 12 y 16 horas. Los chips son soportes 
comerciales de vidrio que contienen en pequeñas celdas miles de sondas unidas a la 
superficie (c-tags), las cuales deben interactuar con la sonda de la muestra (tag) y si 
hay complementaridad de bases se anillaran y posteriormente podrá ser 
identificado el alelo correspondiente.  
 





Si la muestra es de un homozigoto, solo una de los 4 sondas alelo específicas 
diferentes generadas en la Segunda PCR logrará hibridizar con el c-tag correspondiente 
sobre la superficie del chip. Si la muestra es heterozigoto, dos de las sondas lograran 
hibridizar.  
 







• Tinción y lavado del Chip: Luego de realizada la hibridación se continua con el 
revelado o tinción y lavado del chip para eliminar restos del colorante, todo este 
proceso se realiza en la estación de fluidos (GeneChip® Fluidics Station), donde cada 
chip es lavado y preparado para su lectura en el escáner. 
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• Lectura del Chip: Durante esta etapa cada chip es colocado dentro del escáner 
GeneChip ® 3000 7G 4C. Cada uno se lee de forma individual y los datos son 
recogidos en 4 archivos, uno para cada base o cada canal (A, T, C y G). Este escáner 
utiliza un láser para excitar el marcaje fluorescente de los fragmentos hibridados 
emitiendo luz de forma proporcional a la cantidad de ADN fijado en cada celda. De 
esta forma, se genera una imagen que será analizada posteriormente. Los datos son 
recopilados a partir de la emisión de luz en cuatro longitudes de ondas, uno para 
cada canal, que corresponde a cada base. La cantidad de luz emitida se recoge y se 
resta a la de fondo. Si la muestra es homozigoto, solo se observa luz en una longitud 
de onda, si es heterozigoto, será observada la lectura a dos diferentes longitudes de 
onda.  
Posterior a la lectura en el escáner se utiliza el GeneChip Targeted Genotyping Analysis 
Software (GTGS), para la asignación de genotipos y verificación del control de calidad del 
genotipado en el chip. Según recomendaciones de Affymetrix, solo serán consideradas aquellas 
muestras o chips que cumplan con algunos criterios de control de calidad como; callrate % o tasa 
de éxito de genotipado de un ensayo que debe ser superior a un 80%, así como el Halfrate %, o  
porcentaje de ensayos que podrían ser genotipados y deben de ser menor al 10%, el ruido de 
fondo en cada canal de lectura del SNP no debe de ser superior al 20% y la variación entre el 
mismo control incluido en el análisis no debe superar el 30%. Si cualquiera de estos criterios no 
es cumplido, el experimento es marcado como fallido y sacado del análisis.  
Esta lectura genera un archivo de texto con información sobre el ensayo, codificación de 
las muestras, genotipos, entre otras cosas. Este archivo fue llevado a una aplicación del 
Genotyping Data Filter v3.2.2 (http://bioinformatics.cesga.es/gdf/), para ser adaptado al archivo 
de entrada utilizado por el software Plink. 
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5.2 SNaPshot de los genes TPMT e ITPA 
Los genes más frecuentemente relacionados con la farmacogenética de la AZA según la 
literatura son TPMT e ITPA. Sin embargo estos no se encuentran suficientemente cubiertos en el 
GeneChip Human 20K cSNP. Para la evaluación del gen TPMT se seleccionaron las variantes 
c.238G>C (rs1800462), c.460G>A (rs1800460) y c.719A>G (rs1142345), cuya presencia definen el 
alelo normal y los alelos de baja actividad enzimática documentados como más frecuentes en 
poblaciones caucásicas,*1,*2,*3A,*3B y *3C. Las variantes c.460G>A y c.719A>G están presentes 
de forma combinada y determinan el alelo *3A, mientras que los cambios c.460G>A, c.719A>G, y 
c.238G>C, de forma aislada definen los alelos *3B, *3C, y *2, respectivamente. En el alelo normal 
o salvaje (*1) no están presentes ninguno de estos cambios. En el gen ITPA se escogieron las 
variantes c.94C>A (rs3177087) e IVS2+21A>C (rs7270101), que se ha reportado disminuye la 
actividad enzimática entre un 30 y un 60% en cada caso.  
 
El genotipado de estas variantes se llevó a cabo utilizando la técnica SNaPshot® 
Multiplex System, desarrollado por la casa comercial Applied Biosystems (AB Inc., Carlsbad, CA, 
USA), y que consiste en un método de mini-secuenciación de extensión de una base que permite 
analizar un gran número de SNPs de forma simultánea. Para esto, se diseñaron sondas de 
diferentes longitudes justamente adyacentes a la base anterior al SNP de estudio. El empleo del 
reactivo de SNaPshot, que incorpora en su mezcla de reacción bases sencillas modificadas y 
marcadas con fluoróforos, permite terminar la reacción de extensión de secuencia y marcar el 
fragmento de ADN que se está generando, haciendo posible la identificación del mismo mediante 
electroforesis capilar.  
Desarrollo de la PCR Multiplex 
El primer paso consistió en el desarrollo de una reacción de PCR, bajo formato multiplex, 
para lo cual se utilizaron las herramientas bioinformáticas Primer3 versión 0.4.0 y Autodimer, 
para el diseño y selección de los iniciadores. Se escogieron aquellos que tuviesen una Tm teórica 
similar (±60ºC), y, que al evaluar la complementariedad, se evitaran la formación de dímeros o 
estructuras secundarias durante el desarrollo de la técnica de PCR. En la Tabla 1, se pueden 
observar las características de los SNPs, iniciadores y amplicones analizados en este estudio en la 
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Tabla 1: Descripción de las variantes y diseño de los cebadores usados en la PCR Múltiplex. 








































Para la amplificación de los fragmentos se utilizó el QIAGEN Multiplex PCR Kit (Crawley, 
UK), en un termociclador DNA Engine Dyad® (MJ Research). El programa de amplificación 
utilizado se detalla a continuación en la tabla 2:  
Tabla 2: Programa de amplificación de la PCR 
Múltiplex 
Paso Estado T/Cº Tiempo
1 Desnaturalización Inicial 95 15´
2 Desnaturalización corta 94 30´´
3 Anillado 62 90´´
4 Extensión 72 90´´
5 35 ciclos desde el paso 2
6 Extensión final 72 10´
 
 
La mezcla de reacción quedó constituida de la siguiente manera:  








PCR Master Mix* 
5 μl 1X 
10x primer mix,
2 μM de cada primer 
5 μl 0.2 μM* 





Se obtuvieron 5 fragmentos que se verificaron utilizando el sistema de electroforesis 
capilar  Agilent DNA 7500 Kit, como podemos observar en la siguiente figura:  
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Figura 22. Electroforesis capilar de los 
















*Nota: Debido a la superposición de los amplicones se 
observan solo 4 bandas bien diferenciadas 
 
Purificación del Producto Amplificado 
Luego de la PCR el producto amplificado se sometió a una reacción de purificación con el 
reactivo EXOSAP-IT® de USB, con el objetivo de eliminar los residuos monocatenarios de los 
cebadores o de cualquier otro ADN producido en la PCR, al igual que los dinucleotidos (dNTPs) 
sobrantes. El EXOSAP-IT consigue preparar el ADN amplificado para una mejor secuenciación y 
está compuesto por dos enzimas hidrolíticas; exonucleasa I recombinante y fosfatasa alcalina de 
camarón. Para esto las cantidades utilizadas fueron 1 μL de producto amplificado y 0,5 μL de 
exosap-it. Se incubó a 37ºC durante 15 minutos (fase de tratamiento) y posteriormente a 80ºC 
otros 15 minutos (fase de inactivación de la enzima), en un termociclador. 
Desarrollo de la metodología del SNaPshot 
Para la reacción de SNaPshot se utilizan los siguientes reactivos en las proporciones 
indicadas, modificadas de las recomendaciones de la casa comercial AB: 
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Tabla 4: Reactivos usados en la 











0,2 μM de cada sonda 
2,5 μL 
H2O RNase-free 0.5 μL
 
y el protocolo de secuenciación fue el siguiente: 
Tabla 5: Programa de secuenciación usado 
en la reacción de SNaPshot 
Paso Estado T/Cº Tiempo
1 Desnaturalización Inicial 96 10´´
2 Desnaturalización corta 50 5´´
3 Anillado 60 30´´
 25 ciclos
 
Purificación del Producto de SNaPshot 
Posterior a la reacción de mini-secuenciación y previo al montaje en el equipo de 
electroforesis capilar, es necesario un proceso de purificación enzimática para eliminar los 
nucleótidos marcados que no fueron utilizados durante la reacción. Para ello se utilizó la enzima 
SAP (Shrimp alkaline phosphatase), que cataliza la defosforilación 5’ fosfato de los extremos del 
ADN amplificado. Las cantidades utilizadas fueron: 0.5 μL del producto de SNaPshot más 1 μL  de 
SAP (1U/μL), los cuales se incubaron a 37ºC durante 60 minutos de tratamiento y 15 minutos a 
75ºC para la inactivación de la enzima en termociclador.  
 
 Montaje en el equipo Abi 3730XL 
Los productos anteriormente obtenidos se prepararon para la electroforesis en el 
secuenciador ABI 3730 mezclándolos con 9 μL de High-Dy Formamida (AB) y 0.5 μL del marcador 
de peso molecular Genescan Liz120 (AB), desnaturalizando durante 5 minutos a 96º C, y 
enfriados a 4ºC durante otros 5 minutos antes de ser cargados en el equipo. 
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Análisis de los SNPs en el Equipo 
Para el análisis de los fragmentos marcados se utilizó un protocolo de electroforesis para 
SNaPshot en el Abi 3730XL, usando POP7 de AB (Polímero diseñado para electroforesis capilar de 
fragmentos largos y de forma rápida). Los alelos fueron determinados automáticamente 
mediante la creación de un panel de análisis con el programa Gene Mapperv0.37 de AB y 
comprobados de forma manual uno por uno, como se observa en el ejemplo de la figura 24.  
 

















*Variantes en el gen TPMT; TPMT 1: c.238G>A, TPMT2: c.460G>A, TMPT3: c.719A>G 
*Variantes en el gen  ITPA; ITP1: c.94C>A, ITP2: IVS2+21A>C  
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 Control de Calidad 
Para verificar la exactitud de los resultados generados por esta metodología se 
realizaron amplificaciones separadas de las mismas muestras en diferentes ocasiones y los 
resultados fueron corroborados por secuenciación bidireccional utilizando el BigDyeTerminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit (AB), como se muestra en la siguiente figura. 
 
 









Para la réplica de los resultados obtenidos en el primer ensayo de GWAS se empleó la 
técnica de genotipado MALDI-TOF basado en espectrometría de masas. 
 
 
La tecnología iPLEX GOLD de Sequenom está diseñada para el genotipado de un número 
alto de muestras, en placas de 96 y 384 pocillos, y la transferencia de muestras y reactivos está 
robotizada. Las reacciones para el procesado de las muestras se llevan a cabo en termocicladores 
duales de 384 pocillos, lo que permite un alto grado de multiplexado. 
 
 
Sequenom utiliza dos reacciones: una de amplificación de los fragmentos que contienen 
uno o varios de los polimorfismos de interés y otra de extensión de una sola base a partir de una 
sonda. Debido a esto los diseños de Sequenom para cada polimorfismo consisten en un 
fragmento con la base a tipar y unos 100 pares de bases a cada lado. Un software especial 
comprobará los posibles iniciadores de PCR y las posibles sondas necesarias para genotipar el 
polimorfismo. Tras el análisis de los ensayos propuestos el software descarta aquellos SNPs que 
no se pueden genotipar debido a las características de las regiones contiguas (bien sea por la 
presencia de otros SNPs, bien por la naturaleza de la secuencia que puede dificultar e incluso 
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impedir la correcta unión de la sonda). En la réplica se incluyeron únicamente las variantes para 
las que se pudieron realizar diseños viables. 
 
 
El protocolo de amplificación por PCR se lleva acabo según las instrucciones del 
fabricante: la cantidad de ADN de partida es de 40 ng; se trabaja con 1X PCR buffer (2mM), 
MgCl2 (2mM), dNTPs 500 microM, 100 nM de cada iniciador o primer de PCR y 0.5U de 
polimerasa HotStar Taq. En las reacciones de más de 27 variantes la cantidad de enzima es el 
doble, es decir 1U. El volumen final de reacción es de 5 microL. 
 
 
El protocolo consiste en 1 ciclo de 4 minutos a 94ºC; 45 ciclos de 20 segundos a 94ºC; 30 
segundos a 56ºC y 1 minuto a 72ºC; por último 1 ciclo de 3 minutos a 72ºC.Tras la PCR se elimina 
el exceso de dNTPs que no se han incorporado en la PCR mediante su defosforilación a través de 
un tratamiento enzimático con SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase). El volumen final de la 
reacción con SAP es de 7µL, que incluyen los 5µL de producto de PCR, 0.3 U de enzima SAP y 10X 
SAP Buffer. La reacción se incuba en un termociclador a 37ºC durante 40 minutos seguido de una 
segunda incubación de 5 minutos a 85ºC. 
 
 
A continuación se lleva a cabo la reacción iPLEX. El volumen de reacción es de 9µL: 10X 
del tampón iPLEX Buffer, 1X de la mezcla de extensión iPLEX extensión mix, 7 microM y 14 
microM de la mezcla de iniciadores (doble concentración en  los iniciadores high mass con 
respecto a los low mass) y 1X de termosequenasa, la enzima con que se lleva a cabo la reacción 
de extensión.  
 
La tecnología iPLEX Gold presenta dos variantes en función del grado de multiplex; así, 
del grado de multiplex bajo (low mass) permite el genotipado de entre 1-18 variantes por 
reacción mientras que el de grado alto (high mass) permite el genotipado de entre 19 y 36 
variantes genéticas por reacción. En los ensayos de más de 18 variantes genéticas además de la 
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El termociclador se programa en siete pasos, que se muestran a continuación:  
 
Tabla 6. Programa de 






5 4 ciclos al paso 3





En la reacción de extensión, el iniciador hibrida una base previa al locus en estudio. El 
genotipado de la muestra se lleva a cabo por la adición de un ddNPT al iniciador de extensión, 
que será complementario a la base en estudio. Este ddNTP está modificado en masa tal y como 
se muestra en la tabla 7 a fin de aumentar la diferencia en masa entre las diferentes secuencias 
extendidas. El cebador de extensión es una base más larga tras la reacción de extensión. Esta 
base le confiere una masa determinada, que será detectado por el espectrofotómetro MALDI-
TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) que 
registra el tiempo de vuel (Time OF Flight) del producto de extensión en el interior de una 
columna de vacío, tiempo que asocia a una masa que, a su vez, será asociada a un genotipo. 
 
Tabla 7. Variaciones en masa de los ddNTPs para SBE-Sequenom 
MassARRAY ® System. 








Adenina Citosina Guanina Timina 
Adenina 313.2 360.1 - 24 -16 -55.9 
Citosina 289.2 384.1 -24 - -40 -79.9 
Guanina 329.2 344.1 16 40 - -39.9 
Timina 304.2 304.2 55.9 79.9 39.9 - 
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Tras la reacción de extensión se añade una resina para limpiar las sales del producto de 
la reacción iPLEX a fin de optimizar el análisis. Después se dispensa la placa de 384 pocillos en un 
Spectro CHIP bioarray delante el Mass ARRAY Nanodispenser (Sequenom, Inc). Como se señaló, 
la diferencia en masa tras la reacción de iPLEX es detectada por medio de matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF), que permite llevar a cabo 
el genotipado automáticamente. El programa de análisis Typeranalyzer v4.0.2 (Sequenom, Inc) 
identifica los picos de acuerdo a las masas esperadas y asigna un genotipo. En la figura 26 se 




Figura 26. Desarrollo secuencial esquematizado del 
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Las variantes analizadas se encuentran en el anexo 3 (Apartado de Anexos). Todas estas 
posiciones hacen referencia a la versión b126 de dbSNP. Se diseñaron 4 ensayos (“Plexes”), W1 
donde se estudiaron 35 polimorfismos, W2 con 31 polimorfismos, W3 para 18 polimorfismos y 
W4 con 3 polimorfismos. Los detalles de la identificación de cada SNP y los iniciadores  utilizados 
en estas reacciones se presentan en el cuadro del anexo 4 en el apartado de Anexos.  
 
6. Análisis estadístico 
Los principales análisis en esta sección fueron desarrollados con el software Plink, 
versión 1.06 y el programa estadístico PASW Statistics 18.0 y la librería SNPassoc de R (133). Para 
identificar SNPs significativamente relacionados con la eficacia y/o toxicidad al tratamiento con 
AZA, hemos desarrollado un análisis de asociación por comparación de las frecuencias alélicas y 
genotípicas entre casos y controles.  
 
En nuestro análisis de asociación alélico hemos utilizado la prueba básica de X2, salvo en 
las oportunidades en las que el número de observaciones en alguna celda en las tablas de 
contingencia era menor de 5, en cuyo caso se utilizó el test exacto de Fisher. Igualmente, para 
evitar el problema de la baja frecuencia de los homozigotos raros, se realizó un análisis 
genotípico asumiendo el modelo dominante, que agrupa los individuos heterozigotos y 
homozigotos raros y los compara con el grupo de los homozigotos frecuentes.  
6.1 Análisis estadístico en el estudio del Genoma Completo 
Se consideró un valor de p para significación estadística de 10-6, para el análisis de 
genoma completo equivalente a un ajuste de Bonferroni para un valor de p de 0.05 asumiendo 
aproximadamente 11.500 ensayos, como los realizados en este análisis. En base a esto, se 
definieron dos categorías de importancia para la selección de los SNPs.  Aquellos con valores de p 
≤10-6 se consideraron como estadísticamente significativos, mientras que los SNPs con valores de 
p entre 10-5 y 10-3 fueron considerados como sugerentes de relevancia estadística. 
 
Igualmente, es necesario mencionar que para la evaluación del estudio de genoma 
completo, nos hemos centrado en investigar por un lado la eficacia al tratamiento con AZA, y por 
otro, el desarrollo de efectos adversos desde un punto de vista global y dentro de éstos, hemos 
decidido analizar la mielosupresión y la pancreatitis, debido principalmente a razones estadísticas 
relacionadas con el número de pacientes disponibles para el estudio y por considerarlos 
fenotipos más concretos a la hora de caracterizar cada grupo en casos y controles.  
 
Para la visualización gráfica de los resultados de asociación entre las categorías de 
análisis y los SNPs a lo largo del genoma se construyeron graficas del tipo Manhattan Plots 
utilizando el programa Haploview, versión 4.2. La evaluación de la subestructuración poblacional 
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se hizo utilizando el software STRUCTURE (versión 2.3.1), y para el cálculo y visualización de los 
QQ-plots se usó el programa GWAViwer.   
6.2 Análisis estadístico en el estudio de los genes TPMT e ITPA 
La valoración estadística entre las variantes en los genes TPMT e ITPA y su relación con 
el desarrollo de EA y la respuesta al fármaco (eficacia), se realizó utilizando el programa G-Stat 
2.0 (http://www.e-biometria.com/g-stat/index.html). Para ello se calcularon frecuencias alélicas 
y genotípicas, se utilizó el test exacto de Fisher y se calcularon los Odds Ratio con un 95% de 
intervalo de confianza, entre los grupos analizados, como medida de estimación de riesgo al 
confrontar las variables. Para todas las estimaciones realizadas se consideró como significativo 
estadísticamente un valor de p<0.05.  
6.3 Análisis de asociación en el estudio del GWAS ajustado por covariables 
El análisis de asociación global se realizó bajo diferentes planteamientos. En el primero 
se consideró el efecto del SNP de forma singular, y posteriormente en un segundo caso también 
se evalúo la asociación para cada SNP controlando el posible efecto de algunas covariables 
clínicas y del paciente, como edad, sexo, tipo de EII, tabaquismo, antecedentes familiares y 
genotipos en TPMT e ITPA. Tanto en el estudio del genoma completo como cuando se realizó la 
valoración de los genes TPMT e ITPA.  
6.4 Análisis Estadístico en el estudio de la Replica: 
Para la confirmación de resultados fueron seleccionados un grupo de SNPs que 
cumplieron un criterio de significación estadística o sugerentes de significación estadística en 
cada una de las categorías seleccionadas. El genotipado se realizó por medio de la plataforma de 
Sequenom MassArray distribuidos en 4 reacciones distintas y la evaluación estadística con el 
programa PASW Statistics 19.0 y R.  
Igualmente se utilizó la prueba del X2 o el test exacto de Fisher cuando fue necesario si 
había un valor menor a 5 en la tabla de contingencia, para estimar la diferencia de frecuencias 
alélicas entre casos y controles y así obtener un valor de significación estadística. Adicionalmente 
se estimó la probabilidad conjunta a manera de meta-análisis, al unir la información de las dos  
cohortes de pacientes, la inicial y la de la réplica utilizando el estadístico CMH (Cochran-Mantel-






















A. Estudio de asociación de genoma completo. 
1. La población de estudio. 
En el presente trabajo se reflejan los resultados de un estudio multicéntrico donde se ha 
explorado la farmacogenómica del tratamiento con AZA en un grupo de pacientes con EII.  
 
En la etapa inicial se realizó un estudio de asociación del genoma completo analizando 
concretamente la fracción codificante del genoma humano, con el objetivo de hallar posibles 
variantes genéticas nuevas relacionadas con la diversidad interindividual de respuesta al 
fármaco. Se trata además, según nuestro conocimiento, de la primera vez que se aplica el análisis 
de variantes codificante a la farmacogenómica, y en concreto de la AZA. Entre estas variantes 
hemos incluido las de los dos genes implicados en el metabolismo del AZA, el TPMT y el ITPA, 
previamente relacionados con la respuesta del individuo a la acción de este fármaco.  
 
Los resultados obtenidos fueron replicados en un grupo independiente de pacientes con 
EII, con características similares al grupo inicial que igualmente recibieron AZA como tratamiento. 
 
Los datos demográficos de los individuos reclutados en el primer estudio se encuentran  
resumidos en la tabla 8. Se incluyeron en el análisis un total de 233 pacientes con EII que 
recibieron AZA, residentes en la Comunidad de Galicia y evaluados clínicamente por miembros 
del grupo EIGA, procedentes de cuatro hospitales de la comunidad gallega.  
 
El 66.95% y el 33.05% de los pacientes presentaron EC y CU, respectivamente. La 
distribución entre hombres y mujeres fue similar (116-117), y la edad promedio fue de 39 años, 
con una mínima de 8 y una máxima de 70 años. El 84.55% no refirió antecedentes familiares, 
contra un 7.72% que si lo presentaban y en 18 pacientes no pudo ser determinado. Todos los 
pacientes recibieron AZA en dosis que variaron desde 1,5-3mg/kg-día (dosis estándar 
recomendada), de ellos, el 79.64% respondieron favorablemente al fármaco, mientras que el 
20.36% no respondieron. El tiempo medio de tratamiento fue de 25.54 meses. Y en relación a la 
toxicidad; 32.62% de los pacientes presentaron diversos EA al tratamiento, entre estos, el más 
frecuente fue la pancreatitis (19/76), seguido por la Intolerancia digestiva (16/76), la 
mielosupresión (15/76), la reacción cutánea (13/76),  luego la hepatotoxicidad y las artralgias con 












Tabla 8. Datos demográficos de los pacientes 
tratados con AZA incluidos en el estudio. Población 
inicial. 
Categoría        n  (233)        % 
Diagnóstico 
     Enfermedad de Crohn 156 66.95
     Colitis Ulcerosa 77 33.05
Sexo  
     Masculino  116 49,79
     Femenino  117 50,21
Edad  
     Promedio (Años) 39 (8-70) 100
             <16  7 3.00
             17-40  161 69.10
              > 40  65 27.90
Antecedentes familiares 
     Sí  18 7.72
     No  197 84.55
     ND*  18 7.72
Fumador  
     Sí  80 34.55
     No  134 57.73
     ND*  18 7.72










Respuesta a AZA 
      No respondedores 34 20.36
      Respondedores  133 79.64
      Indeterminados 66 -
Efectos Adversos 
     No  157 67.38
     Sí  76 32.62
Tipo de Efecto Adverso 
     Pancreatitis 19 8.15
     Intolerancia Digestiva 16 6.87
     Mielosupresión 15 6.44
     Reacción cutánea  13 5.58
     Hepatotoxicidad 6 2.58
     Artralgias  6 2.58
     Alopecia  1 0.43
              *ND. No Determinado 
En la siguiente figura se puede apreciar de forma gráfica la relación de la toxicidad a la 
AZA en los pacientes de este estudio.  
 





Figura 27. Distribución de los Efectos Adversos presentados en los 
pacientes recibiendo Azatioprina incluidos en este estudio. Población inicial. 
 
 
En términos generales, los EA ante la AZA observados en los pacientes que constituyen 
nuestra población inicial es comparable a la reportada previamente en otras poblaciones de 
pacientes con EII tratados con AZA (15,134,135): pancreatitis, intolerancia gastrointestinal, 
mielosupresión, reacción cutánea, hepatotoxicidad, artralgia y alopecia. Todos los EA fueron 
moderados o graves, con una recuperación completa luego de la retirada del fármaco o de un 
ajuste de la dosis en algunos pacientes. En el caso de la eficacia, en nuestro grupo se observó que 
cerca del 21% de los pacientes no respondió a la acción esperada del fármaco, igualmente esta 
cifra se asemeja en la reportada en la literatura para otros grupos de pacientes.  
 
2. Control de Calidad del estudio de asociación de exoma completo 
Para asegurar la calidad en el resultado del GWAS, se realizó un estricto control de 
calidad sobre los datos del genotipado del chip, tanto sobre los marcadores del tipo SNP como a 
cada una de las muestras analizadas. De los 19217 SNPs codificantes que incorpora el Affymetrix 
GeneChip Human 20KcSNP, entre 11600 y 11700 pasaron los controles de calidad y fueron 
utilizados para los análisis posteriores.  
 
En relación a los SNPs, por tener una eficiencia en el genotipado <80% se eliminaron 
entre 1,851-2,000, por tener una Frecuencia Alélica Mínima (MAF) menor al 1%, entre 5,293-
5,380, y por no cumplir con el Equilibrio de Hardy-Weinberg (p <0.001) en los controles fueron 
eliminados entre 112 y 211 SNPs. Con relación a las muestras, al hacer el control del sexo 
fenotípico con el molecular dos individuos del grupo de controles presentaron discordancias y 
correspondían a un grupo de tres (3) del grupo control que fueron excluidos de los análisis por 





tener más del 10% de genotipos no asignados. Un solo individuo no logró ser genotipado. El 
control de calidad fue desarrollado con el programa PLINK versión 1.03, y un resumen del mismo 
se detalla en la siguiente tabla:  
 
 
Tabla 9. Esquema de trabajo del control de calidad para muestras y SNPs posterior al 





















HWE < 0.001 
Filtro 4
MIND 0.2 
excluidos excluidos excluidos excluidos Quedan 
Efectos adversos 
globales 
SNPs (19217) 1865 5338 119 - 11895 
Casos (74) - - - 74 
Controles (94) - -  3 91 
Pancreatitis 
SNPs (19217) 1933 5313 209 - 11762 
Casos (19) - - - - 19 
Controles (157) - - - 3 154 
Mielosupresión 
SNPs (19217) 2015 5380 112 - 11710 
Casos (14) - - - - 14 
Controles (94) - - - 2 92 
Eficacia 
SNPs (19217) 1995 5323 157 - 11666 
Casos (34) - - - 1 33 
Controles (132) - - - 2 130 
 
 
 Tras el control de calidad quedaron disponibles para el estudio de asociación entre 
11666 y 11895 SNPs codificantes, según el caso, distribuidos a lo largo de todos los cromosomas. 
Con relación a la selección de los integrantes de los grupos de casos y controles, los mismos 
quedaron conformados como 74 casos y 91 controles para los EA globales, 19 casos y 154 
controles para la pancreatitis, 14 casos y 92 controles para la mielosupresión y 33 casos y 130 
controles para la evaluación de la eficacia del fármaco. Dicha selección de casos y controles 
estuvo principalmente definida por el tiempo de exposición al fármaco en cada grupo estudiado 
así como la presencia o no del efecto analizado.  
 
3. Estratificación poblacional. 
Como parte del control de calidad en un estudio de genoma completo, se recomienda 
evaluar la presencia de sub-estructuración poblacional dentro del grupo estudiado con el 
objetivo de minimizar la tasa de falsos positivos relacionados más a diferencias reales entre las 





frecuencias alélicas de la población estudiada atribuibles a variaciones naturales en su acervo 
genético que a las propias esperadas a estar relacionadas con el fenotipo en estudio (136).  
 
Esta característica es de suma importancia en el estudio de enfermedades complejas y 
más aún en estudios de asociación masivos realizados mediante el genotipado de gran cantidad 
de SNPs a lo largo de todo el genoma, donde muchas veces, de existir subestructuración, la 
misma no podría definirse solamente con la recopilación de los datos demográficos de los 
participantes, y que de no detectarse y corregirse podría afectar en gran manera la 
interpretación del resultado generado, ya sea por la aparición de falsos positivos o también 
disminuyendo el poder del estudio o el efecto de alguna variable real. 
 
En nuestro caso, esté análisis se realizó utilizando el software STRUCTURE (versión 
2.3.1)(137), el cual utiliza un algoritmo que permite comparar las frecuencias alélicas entre las 
poblaciones pre-definidas (los casos y los controles), y estima el grado de homogeneidad entre 
ellas.  
 
En la siguiente gráfica se presenta el resultado del análisis donde se puede observar que 
no existen diferencias significativas entre las dos poblaciones consideradas como casos y 
controles. Cada línea vertical representa a un individuo, el cual a su vez se encuentra 
fragmentado en dos colores representando cada uno  la estimación del grado de pertenencia o 
semejanza del mismo entre las poblaciones establecidas.  
 
 
Figura 28. Cluster plots de casos y controles utilizando STRUCTURE. Comparación alélica en el estudio 
de la estratificación poblacional. El rojo corresponde al componente de los casos y el verde a los controles. 
 
Igualmente, en la siguiente tabla podemos observar la estimación del componente  de 
cada uno de los grupos estudiados (casos y controles), en cada uno de los grupos inferidos. 
Pudiéndose ver que existe prácticamente una distribución similar de frecuencias entre los casos y 
los controles, demostrando así su homogeneidad.  
 
 





Tabla 10. Probabilidades de cada componente 







Población         1                2
Controles 0.495 0.505 157
Casos 0.482 0.518   74
 
En conclusión, no se observó diferencia significativa entre los casos y controles, así que 
no fue necesario corregir por estratificación durante el análisis de asociación. En este sentido, 
solamente al inicio del estudio, un individuo fue excluido por haber reportado no tener 
ascendencia Europea.  
 
4. Gráficas quantile-quantile, “QQ-plots” y Manhattan plots. 
Una de las principales implicaciones de los estudios de genomas completos radica en la 
realización de muchos ensayos al mismo tiempo (entre miles y millones), y simplemente por azar, 
se esperará una cantidad considerable de falsos positivos. Varias estrategias han sido postuladas 
para abordar este asunto. Una de ellas, en parte es el desarrollo de gráficas “Quantile-Quantile 
plot”.  
 
Estas gráficas, en el contexto de estudios de genomas completos, muestran un resumen 
visual de la distribución de las probabilidades de las pruebas estadísticas aplicadas en el GWAS 
(usualmente un X2), mostrando una distribución “normal” al comparar la distribución observada 
con la esperada teóricamente. Ambas informaciones son confrontadas en un sistema de 
coordenadas y generaran una línea de pendiente 1, llamada también línea de identidad, que 
servirá como referencia para la comparación con los datos reales. Los valores obtenidos a partir 
del método estadístico empleado, ya sea el X2 u otro, son representados como valores log10-, por 
ejemplo, y son clasificados en orden de menor a mayor en el eje “y” se traza contra él la 
distribución que se espera bajo la hipótesis nula de no asociación en el eje "x". Las desviaciones 
de la línea de identidad pueden indicar que la distribución asumida es incorrecta posiblemente 
debida a la presencia de falsos positivos o por el contrario que la muestra contiene valores que 
surgen como consecuencia de una asociación real y que se espera se separen de la normalidad en 
el extremo superior de la línea de identidad y que se corresponderían con posibles asociaciones 
verdaderas. 
 
Entre otras cosas, este tipo de pruebas ayuda a identificar si el estudio en sí ha generado 
mucho más resultados significativos que los esperados por azar (138). Además, se evalúa el 
número y la magnitud de las asociaciones observadas entre un SNP en particular y la enfermedad 
o el rasgo en estudio, basándose en dicha comparación entre lo observado y lo esperado bajo la 





hipótesis nula de no asociación (125). Al mismo tiempo, aunque no es su objetivo principal, en 
estas gráficas es posible mirar de forma indirecta la probable presencia de subestructuración 
poblacional, de existir se puede observar la tendencia de algunos SNPs que pueden estar 
influenciados por dicho fenómeno. Cuando emerge una diferencia muy marcada, como una 
tendencia a la separación entre los puntos confluentes entre lo observado y lo esperado 
principalmente desde el inicio de la línea de identidad que seguiría hasta el final, es necesario 
considerar la presencia de estratificación poblacional (138,139). 
 
En nuestro caso, hemos utilizado el software WGAViewer, el cual presenta entre sus 
aplicaciones una herramienta para el cálculo y valoración de los QQ-Plots. Las gráficas generadas 
muestran los datos de la prueba de X2 expresados como el -2 Log(e) del valor de p, con el valor 
esperado en el eje horizontal y el observado en el eje vertical.   
 
 
Al analizar las gráficas obtenidas en nuestro estudio se puede observar y se confirma por 
un lado, que no hay efecto apreciable de subestructuración poblacional entre las muestras 
analizadas que pueda estar influenciando la distribución o significación estadística de los SNPs 
considerados en cada análisis, puesto que se aprecia una distribución homogénea entre los 
valores observados y los esperados en cada una de las clases de análisis estudiadas como EA 
globales, pancreatitis, mielosupresión y la eficacia, y al no observarse una separación importante 
entre los valores observados y esperados a lo largo de la línea de confrontación de hipótesis o 
línea de identidad.  
 
 
En este mismo sentido, el programa estima un valor lambda para cuantificar los efectos 
de la estratificación de la población asumiendo una distribución x2 con 2 grados de libertad 
2log(e)p (138). Característica que es útil para confirmar que los métodos utilizados para la 
evaluación de la estratificación han sido ejecutados correctamente. En nuestro caso para las 
clases estudiadas los valores lambdas obtenidas van desde 1.0020 en mielosupresión hasta 
1.0595 en la evaluación de la eficacia (Fig.29,A-D). Resultados que indican y corroboran que la 
estratificación poblacional en nuestro grupo de análisis es mínima y sin repercusiones 









Figura 29. Gráficas Quantile-Quantile del GWAS para: A) Efectos adversos globales, B) Pancreatitis,        
C) Mielosupresión y D) Eficacia. Se presentan el Log negativo de valores de p del análisis de X2, en el eje 
de las X los valores esperados, y en el eje de la Y los valores Observados.  
 
 
Por otro lado, también puede notarse que los valores de probabilidades de los SNPs 
analizados siguen la distribución esperada bajo la hipótesis nula indicada por la línea diagonal. En 





cada caso de análisis puede observarse un pequeño grupo de SNPs en la región más distal de la 
línea que se separan a diferentes medidas de la distribución esperada, desviándose un poco de 




Las desviaciones de las gráficas B, C y D se podrían deber al efecto de SNPs 
efectivamente asociados con el fenotipo; en la gráfica A, se observa sin embargo la falta de poder 
debida al número pequeño de muestras, lo cual es evidente al ver los valores de p que salen por 
debajo de la diagonal (Fig. 29).  
 
 
Ahora bien, en el siguiente diagrama (Fig. 30, Manhattan plots), se puede observar la 
distribución de los SNPs y su significación estadística para el análisis de X2,  en una visión 
detallada por cromosoma del genoma completo. En un Manhattan Plots,  que es un tipo de 
gráfico de dispersión, el cual se utiliza generalmente para mostrar los datos con un gran número 
de puntos de datos y con una distribución de valores de mayor magnitud. Cada punto representa 
el valor de p en escala logarítmica en el eje vertical, y la posición genómica en el eje horizontal. 
En nuestro caso utilizamos el software haploview versión 4.2 para la creación de los mismos. 
  
En el análisis de los EA globales (Fig. 30-A), se puede notar varios SNPs importantes en 
los cromosomas 17, X, y en el 15, 2 y 4. En el caso de la pancreatitis (Fig. 30- B), llaman la 
atención SNPs en el cromosoma 4, en el 16, y el 13, y en menor grado en el cromosoma 6 y 3 con 
otro grupo distribuidos en los cromosomas 14, 2, 15, 5, 4, 17, 4, 1, 14, 23 y 6. Al visualizar los 
resultados del análisis de la mielosupresión, igualmente, se pueden observar varios SNPs 
significativos, uno en particular en el cromosoma 9 seguido de otros en los cromosomas 3, 2, y 4, 
y por último otros en los cromosomas 1, 2, 3, 23, 19, 5, 1, 7  (Fig. 30-C). Para la eficacia al 
tratamiento (Fig. 30-D), se observan señales importantes de SNPs en los cromosomas 20, 7, 1, 6, 













Figura 30. Estudio de asociación genética de genoma completo, GWAS (Manhattan Plots) 
para: A) Efectos adversos globales, B) Pancreatitis, C) Mielosupresión y D) Eficacia. Se 
representa Log negativo de valores de p del análisis de X2. Se denotan en círculos naranja 
los SNPs con valores inferiores a 10-6(estadísticamente significativos),  mientras que los 








































A partir de los resultados iníciales de las pruebas de asociación y la visualización en los 
gráficos anteriores se procedió a seleccionar al azar algunos SNPs para ser verificados de forma 
individual por medio de la secuenciación bidireccional, en este apartado se seleccionaron 
alrededor de 4 o 5 SNPs para cada categoría y tras analizarlos se verifico que había para un SNP 
en particular entre los escogidos incongruencias entre el genotipo reportado por el chip y el 
observado en la secuenciación, por lo que se consideró como un artefacto de la técnica de 
genotipado del chip. Tal es el caso de un SNP (rs17007988) ubicado en el cromosoma 4 en el caso 
de la pancreatitis. El resto de los SNPs seleccionados coincidió su genotipo en ambas técnicas 
empleadas.   
 
5. Pruebas de asociación del estudio de genoma completo 
Para la evaluación del estudio de genoma completo, como se mencionó anteriormente 
nos hemos centrado en investigar por un lado la eficacia al tratamiento con AZA, y por otro el 
desarrollo de EA desde un punto de vista global, y dentro de éstos, hemos decidido analizar la 
mielosupresión y la pancreatitis, debido principalmente a razones estadísticas relacionadas con el 
número de pacientes disponibles para el estudio y por considerarlos fenotipos más concretos a la 
hora de caracterizar cada grupo en casos y controles.  
 
En las siguientes tablas se puede observar los resultados del análisis de asociación alélica 
implementado en este estudio para las clases consideradas (EA globales, pancreatitis, 
mielosupresión y eficacia al tratamiento con AZA). En ellas se muestras los SNPs seleccionados en 
cada categoría, ubicación cromosómica, rs-SNP, alelo menor (AM), frecuencias del AM en casos y 
controles, OR con los IC al 95%, así como la frecuencia alélica mínima en nuestra población 
estudiada (Gallega) y en la población caucasoide reportada en HapMap, y por último el locus 
putativo o gen asignado según la base de datos del NCBI Build 35 disponible para mayo de 2004, 
sobre la cual fue construido el chip utilizado en este estudio. 
 
Según el método de corrección para test múltiples que escogimos para evaluar la 
significación estadística a nivel de estudios de genomas completos, (bonferroni, 10-6, en nuestro 
caso, 0.05/11.500 test), no obtuvimos ningún SNP que cayera en este rango de significación. Los 
más significativos en cada grupo llegaron a estar entre o cercanos a una probabilidad de 10-5. Por 
lo que, mostramos entre los primeros 20 de cada grupo basado en el valor de p más bajo en el 
test alélico (X2 o Fisher), y que fueron considerados según nuestra clasificación como sugestivos 










Tabla 11. Resultados del análisis de asociación del GWAS para efectos adversos globales. Se 
muestran los 20 SNPs con valores de p más bajos para el test alélico de X2 o de Fisher, cromosoma, rs-SNP,  
alelo menor (AM), frecuencias del AM en casos y controles, valor p, OR con IC 95%, MAF en Gallegos y en 
CEU (HapMap), y el locus putativo o gen asignado según la base de datos del NCBI Build 35 para mayo de 
2004. 
 
En la categoría de EA globales, se pudo obtener dos SNPs con valor de significación de 
10-5; el rs12453150, en el cromosoma 17 y el rs9943012, en el cromosoma X.  Seis con 
probabilidades de 10-4 y el resto (12), con valores de 10-3. El rs12453150, pertenece a un gen que 
codifica para una proteína de unión al ATP de la familia schlafen family member 11. El rs9943012 













17 rs12453150 C 0.33 0.56 4.40E-05 
0.39 
(0.24-0.61) 
0.46 0.45 FLJ34922 
X rs9943012 G 0.22 0.04 8.47E-05 
5.84 
(2.27-15.01) 
0.12 ND LOC139431 
15 rs2297773 C 0.15 0.32 5.20E-04 
0.38 
(0.22-0.67) 
0.38 0.24 KIAA1024 
5 rs10941112 A 0.58 0.39 7.95E-04 
2.11 
(1.36-3.29) 
0.47 0.60 AMACR 
2 rs1545133 C 0.48 0.30 8.60E-04 
2.15 
(1.36-3.38) 
0.38 0.36 POLR1B 
4 rs7041 T 0.34 0.52 8.79E-04 
0.47 
(0.30-0.73) 
0.44 0.42 VDB 
1 rs11588069 C 0.10 0.01 9.37E-04 
6.80 
(1.93-23.98) 
0.05 0.5 FABP3 
4 rs11723381 C 0.02 0.11 9.75E-04 
0.15 
(0.04-0.54) 
0.07 0.13 LOC442123 
5 rs13157270 A 0.16 0.05 1.19E-03 
3.56 
(1.59-7.97) 
0.10 0.09 MASS1 
12 rs4272850 A 0.30 0.15 1.29E-03 
2.37 
(1.39-4.04) 
0.22 0.26 TMEM132C 
13 rs17592438 T 0.21 0.08 1.39E-03 
2.79 
(1.46-5.34) 
0.14 0.15 LOC643677 
9 rs562092 T 0.34 0.19 1.72-03 
2.20 
(1.33-6.34) 
0.26 0.27 LOC286348 
14 rs7160694 A 0.12 0.03 1.43E-03 
4.23 
(1.63-10.98) 
0.07 0.07 ENSG00000100629 
19 rs2288420 G 0 0.05 1.43E-03 - 0.03 0.03 PTPRH 
1 rs2297809 A 0.06       0.18 1.53E-03 
0.31 
(0.15-0.66) 
0.13 0.14 CYP4B1 
19 rs8106117 G 0.15 0.04 1.65E-03 
3.45 
(1.53-7.47) 
0.09 0.08 ZNF626 
1 rs4646491 T 0.06 0.18 1.74E-03 
0.31 
(0.15-067) 
0.13 0.14 CYP4B1 
6 rs2074468 A 0.08 0.01 1.81E-03 
8.02 
(1.76-36.47) 
0.04 0.008 OR10C1 
18 rs16942798 A 0.08 0.01 1.81E-03 
8.02 
(1.76-36.47) 
0.04 0.03 LOC440489 
8 rs17060979 T 0.06 0.17 1.85E-03 
0.30 
(0.14-0.66) 
0.12 0.06 LOC286129 





es un locus putativo del FTH1P14. En el segundo y tercer grupo de importancia se observan 
variaciones considerables de locus o genes involucrados como el caso del rs10941112 que se 
ubica dentro del gen AMACR, o el rs11588069 que involucra al gen FABP3.  
 
Tabla 12. Resultados de análisis de asociación GWAS para pancreatitis. Se muestran los 20 SNPs 
con valores de p más bajos para el test alélico de X2 o de Fisher, cromosoma, rs-SNP, alelo menor (AM), 
frecuencias del AM en casos y controles, valor p, OR con IC 95%, MAF en Gallegos y en CEU (HapMap), y el 
locus putativo o gen asignado según la base de datos del NCBI Build 35 para mayo de 2004. 













13 rs10162272 G 0.19 0.02 4.96E-06 
8.69
(5.98-12.62) 
0.04 0.009 ENSG00000173223 
6 rs6907580 A 0.18 0.02 1.77E-05 
7.5
(5.21-10.78) 
0.04 0.008 GPRC6A 
3 rs11919970 T 0.28 0.07 5.95E-05 
4.71
(3.56-6.24) 
0.10 0.10 EHHADH 
14 rs1713457 G 0.15 0.02 1.14E-04 
6.93
(4.71-10.2) 
0.04 0.03 TEP1 
15 rs678892 T 0.10 0.41 1.38E-04 
0.16
(0.11-0.24) 
0.37 0.40 PIGB 
2 rs2280718 C 0.44 0.18 1.71E-04 
3.61
(2.83-4.60) 
0.21 0.22 ENSG00000177994 
16 rs1800124 G 0.15 0.01 4.32E-04 
10.99
(7.16-16.84) 
0.03 0.008 ERCC4 
1 rs1338314 T 0.15 0.03 5.14E-04 
5.58
(3.85-8.09) 
0.04 0.09 SPATA6 
14 rs9464 A 0.21 0.05 7.93E-04 
4.29
(3.13-5.84) 
0.07 0.09 ENSG00000022976 
6 rs2297980 C 0.31 0.11 8.18E-04 
3.48
(2.67-4.54) 
0.13 0.13 TINAG 
14 rs1053019 A 0.21 0.06 1.04E-03 
4.17
(3.05-5.72) 
0.07 0.09 ENSG00000022976 
5 rs162036 G 0.27 0.09 1.20E-03 
3.65
(2.74-4.85) 
0.11 0.23 MTRR 
21 rs6516605 G 0.63 0.37 1.92E-03 
2.91
(2.29-3.71) 
0.39 0.46 LOC391269 
7 rs3735478 T 0.02 0.23 1.23E-03 
0.08
(0.04-0.17) 
0.21 0.31 ZMIZ2 
16 rs7499843 A 0.55 0.29 1.54E-03 
2.91
(2.30-3.69) 
0.32 0.32 WWOX 
19 rs8106117 G 0.18 0.05 2.02E-03 
4.12
(2.95-5.73) 
0.06 0.08 ENSG00000196721 
4 rs6841334 G 0.63 0.36 1.84E-03 
2.92
(2.30-3.72) 
0.39 0.38 KIAA0232 
3 rs2124489 T 0.07 0.30 1.97E-03 
0.19
(0.12-0.28) 
0.28 0.32 ENSG00000175856 
3 rs6767658 C 0.5 0.26 2.19E-03 
2.82
(2.23-3.57) 
0.28 0.30 LOC285216 
21 rs6516605 G 0.63 0.37 2.59E-03 
2.91
(2.29-3.71) 
0.39 0.45 LOC391269 
 





En el caso de la pancreatitis, un SNP logro obtener una significación de 10-6, el 
rs10162272 cuyo gen o posible función es desconocida. Los otros dos SNPs que siguen en orden 
de importancia estadística (10-5) son el rs6907580 y el rs11919970, en los cromosomas 6 y 3, y 
que se encuentran en los genes GPRC6A y EHHADH respectivamente. Del resto, 7 mostraron un 
valor de p de 10-4 y 10 SNPs con valor p de 10-3.  
Tabla 13. Resultados de análisis de asociación GWAS para mielosupresión. Se muestran los 20 SNPs 
con valores de p más bajos para el test alélico de X2 o de Fisher, cromosoma, rs-SNP,  alelo menor (AM), 
frecuencias del AM en casos y controles, valor p, OR con IC 95%, MAF en Gallegos y en CEU (HapMap), y el 
locus putativo o gen asignado según la base de datos del NCBI Build 35 para mayo de 2004. 













9 rs7870554 T 0.14 0 2.50E-04 - 0.0188 0.008 KIAA1529 
22 rs138593 G 0.5 0.18 2.78E-04 
4.29
(1.87-9.84) 
0.2308 0.233 LOC388910 
4 rs1042364 A 0.57 0.24 3.25E-04 
4.18
(1.83-9.51) 
0.2857 0.317 ADH4 
4 rs2301788 T 0.17 0.54 3.97E-04 
0.18
(0.06-0.50) 
0.4953 0.5 MAN2B2 
15 rs11636318 C 0.5 0.19 4.09E-04 
4.11
(1.80-9.38) 
0.2358 0.258 ENSG00000188869 
12 rs17183577 A 0.57 0.24 4.36E-04 
4.05
(1.78-9.23) 
0.2905 0.2 SLC6A15 
19 rs441827 T 0.64 0.30 4.62E-04 
4.13
(1.79-9.54) 
0.3495 0.35 NALP4 
22 rs1065464 C 0.30 0.07 4.91E-04 
5.14
(1.9-13.92) 
0.1089 0.098 ENSG00000100208 
5 rs3729961 G 0.35 0.10 5.51E-04 
4.60
(1.83-11.59) 
0.1452 0.117 IL6ST 
4 rs1126673 G 0.61 0.27 5.69E-04 
4.18
(1.77-9.88) 
0.3214 0.332 ADH4 
18 rs17782413 A 0.42 0.15 7.20E-04 
4.00
(1.71-9.35) 
0.1934 0.225 SERPINB7 
19 rs12981996 A 0.21 0.04 7.69E-04 
5.93
(1.88-18.69) 
0.06667 0.078 ENSG00000198024 
4 rs3749598 T 0.28 0.07 7.84E-04 
4.80
(1.79-12.85) 
0.1048 0.117 FSTL5 
4 rs1154400 C 0.57 0.26 8.53E-04 
3.77
(1.66-8.55) 
0.3019 0.35 ADH5 
X rs2515848 A 0.04 0.41 9.58E-04 
0.07
(0.009-0.54) 
0.3605 0.4 ENSG00000198930 
4 rs1126671 A 0.57 0.26 9.92E-04 
3.72
(1.64-8.43) 
0.3048 0.333 ADH4 
X rs3810651 T 0.13 0.50 1.08E-03 
0.14
(0.04-0.51) 
0.4516 0.442 GABRQ 
4 rs7681441 C 0.14 0.005 1.14E-03 
30.5
(3.27-284.3) 
0.02358 0 ENSG00000170105 
4 rs7681953 T 0.14 0.005 1.14E-03 
30.5
(3.27-284.3) 
0.02358 0 ENSG00000170105 
4 rs7682031 C 0.14 0.005 1.14E-03 
30.5
(3.27-284.3) 
0.02358 0 ENSG00000170105 





 Para la mielosupresión 16 SNPs mostraron valores de p alrededor de 10-4  y el resto 10-3. 
Entre el primer grupo destacan el rs138593 ubicado en el cromosoma 22 y que se ubica en un locus 
putativo de MicroRNA. Adicionalmente se puede observar un grupo de SNPs relacionados al gen 
ADH4, al igual que otros genes como el IL6ST y el ADH5.  
Tabla 14. Resultados de análisis de asociación GWAS para eficacia. Se muestran los 20 SNPs con valores de 
p más bajos para el test alélico de X2 o de Fisher, cromosoma, rs-SNP,  alelo menor (AM), frecuencias del AM en casos 
y controles, valor p, OR con IC 95%, MAF en Gallegos y en CEU (HapMap), y el locus putativo o gen asignado según la 
base de datos del NCBI Build 35 para mayo de 2004. 













20 rs6048760 A 0.26 0.55 3.57E-05 
0.29
(0.15-0.53) 
0.4969 0.57 ZNF336 
20 rs6063377 A 0.21 0.47 1.03E-04 
0.29
(0.15-0.55) 
0.4228 0.325 DDX27 
7 rs17151692 T 0.20 0.05 1.12E-04 
4.56
(1.99-10.44) 
0.0838 0.192 PION 
20 rs3746736 T 0.26 0.53 1.43E-04 
0.31
(0.17-0.58) 
0.4784 0.517 CSTL1 
9 rs1851724 C 0.60 0.35 1.82E-04 
2.82
(1.61-4.92) 
0.4043 0.508 OR13C5 
1 rs6427437 A 0.22 0.48 2.03E-04 
0.31
(0.17-0.59) 
0.4294 0.508 or10t1p 
11 rs11212684 T 0.15 0.03 2.26E-04 
5.12
(1.98-13.21) 
0.059 0.05937 SLAC2-B 
16 rs12927214 G 0.15 0.03 1.16E-03 
5.79
(2.06-16.33) 
0.0559 0.5 CNGB1 
1 rs2820289 T 0.13 0.02 1.20E-03 
5.70
(2.04-15.96) 
0.04908 0.058 NAV1 
7 rs1637214 A 0.13 0.02 2.38E-04 
5.70
(2.04-15.95) 
0.04908 0.026 ENSG00000136243 
15 rs3812909 T 0.53 0.29 2.69E-04 
2.73
(1.57-4.74) 
0.3405 0.325 ZNF291 
9 rs10761073 T 0.68 0.43 2.78E-04 
2.87
(1.60-5.15) 
0.4844 0.517 OR13D1 




MHC class II HLA-
SX-alpha gene 
14 rs12435621 G 0.28 0.11 3.06E-04 
3.22
(1.66-6.21) 
0.1472 0.125 ENSG00000197176 
12 rs1609860 A 0.19 0.05 3.41E-04 
3.97
(1.78-8.84) 
0.0864 0.083 STAB2 
3 rs6793295 C 0.48 0.25 4.71E-04 
2.67
(1.52-4.70) 
0.3043 0.233 ENSG00000171757 
7 rs1637215 C 0.12 0.02 5.15E-04 
5.76
(1.92-17.27) 
0.04487 0.034 NUPL2 
X rs6521112 G 0.58 0.3 5.28E-04 
3.24
(1.63-6.42) 
0.3543 0.398 FLJ20344 
6 rs1043863 G 0.04 0.21 5.85E-04 
0.16
(0.05-0.56) 
0.184 0.169 SNX9 
22 rs2076671 T 0.48 0.26 6.67E-04 
2.57
(1.47-4.49) 
0.3117 0.3 APOL5 
 





 Al evaluar la eficacia, se observa que un solo SNP, rs6048760, logró la significación de  
10-5. Dicho SNP está ubicado en un gen codificador de una proteína de unión al ADN del tipo 
dedos de Zinc ubicado en el cromosoma 20. En el resto de los SNPs seleccionados con valores de 
probabilidad de 10-4, se identifican genes como SLAC2-B con el rs11212684, el CSTL1 con el 
rs3746736 y CNGB1 con el rs12927214. Igualmente que a las clases anteriores se observan un 
grupo de SNPs con función o gen desconocido.  
En cuanto al análisis de los genes ya previamente descritos y relacionados con la 
toxicidad al tratamiento con AZA (TPMT e ITPA), del total de pacientes reclutados, 232 pudieron 
ser genotipados para las variantes previamente asociadas con disminución de la actividad de 
enzimas importantes en el metabolismo del AZA. 
 
En el caso del gen TPMT se encontraron 217 individuos con genotipos correspondientes 
a alelos normales (*1/*1) y 15 con alelos mutados bajo heterozigotos (11 para el alelo *3A, 1 
para el alelo *3C y 3 para el alelo *2), no encontrándose individuos homozigotos para alelos 
mutados. Se observaron las siguientes frecuencias alélicas para el gen TPMT; *1=0.9678, 
*3A=0.024, *3C=0.0021 y *2=0.0064. En el gen ITPA, para la variante c.94C>A se encontraron 210 
pacientes con genotipos de alelos normales y 22 con alelos mutados en estado de heterozigotos, 
sin homozigotos mutados. En la variante IVS2+21A>C se consiguieron 158 individuos 
homozigotos para el alelo normal, 70 pacientes heterozigotos y 4 homozigotos para el alelo 
mutado. Las frecuencias alélicas fueron de 0.953 para el alelo C en la variante c.94C>A, y de 
0.8327 para el alelo A en la variante  IVS2+21A>C. Un resumen detallado de los hallazgos 
genotípicos se puede observar en la siguiente tabla.  
Tabla 15. Distribución genotípica en la población total y 
diferenciada entre casos y controles en los genes TPMT e 









*1/*1 217 70 90
*1/*3A 11 4 4
*1/*3C 1 0 0
*1/*2 3 1 0
ITPA 
c.94 C>A 
CC 210 70 86
CA 22 5 8
AA 0 0 0
ITPA 
IVS2+21A>C 
AA 158 49 65
AC 70 24 27
CC 4 2 2
 
Con relación al TPMT, de los 15 individuos heterozigotos, 5 desarrollaron algún tipo de 
EA, 3 de ellos mielosupresión, 1 pancreatitis y 1 intolerancia digestiva. Para el gen ITPA de los 





portadores de la variante c.94C>A, 5 pacientes desarrollaron EA, 3 artralgias, 1 reacción cutánea 
y 1 intolerancia digestiva, mientras que para los portadores de la variante IVS2+21A>C, 24 
individuos heterozigotos desarrollaron alguno de EA reportados, al igual que dos homozigotos 
para el alelo mutado que igualmente desarrollaron intolerancia digestiva y reacción cutánea 
(Tabla 15).  
En la siguiente tabla se puede apreciar el resultado de las pruebas de asociación bajo el 
test alélico de los genes TPMT e ITPA y su consideración tanto para los EA globales como para 
cada uno de forma estratificada. 
Tabla 16.Distribución alélica en los genes TPMT e ITPA para casos y controles para 
los EA globales y estratificados. Estimaciones estadísticas, valor p según test exacto 
de Fisher, OR e IC95%. 












p OR IC95% 
TPMT   
 EA globales 180 141 4 5 0.5161 1.60 0.42-6.05 
 Mol.  Digst 299 31 9 1 1 1.07 0.13-8.74 
 Pancreatitis 299 35 9 1 1 0.95 0.12-7.72 
 Mielosupresión 180 25 4 3 0.0481 5.40 1.14-25.55 
 Alopecia 299 2 9 0 1 - - 
 Artralgias 299 12 9 0 1 - - 
 Hepatitis 299 10 9 0 1 - - 
 RX cutánea 299 26 9 0 1 - - 
ITPA   
rs3177087 EA globales 176 141 8 5 0.7801 0.78 0.25-2.44 
 Mol.  Digst 291 31 17 1 1 0.55 0.07-4.29 
 Pancreatitis 291 36 17 0 0.2347 - - 
 Mielosupresión 176 28 8 0 0.6008 - - 
 Alopecia 291 2 17 0 1 - - 
 Artralgias 291 9 17 3 0.0321 5.71 1.41-23.03 
 Hepatitis 291 10 17 0 1 - - 
 RX cutánea 291 25 17 1 1 0.68 0.09-5.36 
rs7270101   
 EA globales 154 118 30 28 0.5608 1.22 0.69-2.15 
 Mol.  Digst 260 24 48 8 0.2072 1.81 0.77-4.26 
 Pancreatitis 260 28 48 8 0.3387 1.55 0.67-3.60 
 Mielosupresión 154 24 30 4 1 0.86 0.28-2.64 
 Alopecia 260 1 48 1 0.2916 5.42 0.33-88.09 
 Artralgias 260 10 48 2 1 1.08 0.23-5.10 
 Hepatitis 260 9 48 1 1 0.60 0.07-4.86 
 RX cutánea 260 22 48 4 1 0.98 0.32-2.99 
                           *Rx: reacción 
Al realizar las comparaciones estadísticas se puede notar que no existen diferencias 
estadísticamente significativas para los EA globales para ninguno de los dos genes o variantes 
génicas implicadas en cada análisis. Mientras que para el caso del TPMT y la mielosupresión 





existe una asociación significativa con un valor de p de 0.0481 (OR 5.40, IC95% 1.14-25.55) en el 
test alélico y para la prueba genotípica con una p de 0.0334 (OR  de 7.5, IC95% 1.4456-38.91) 
(datos no mostrados).  Al igual que para el gen ITPA, donde la variante c.94C>A se asoció de 
forma positiva con el desarrollo de artralgias con un valor de p en el test alélico de 0.0321 (OR 
5.71, IC95% 1.41-23.03) y en el test genotípico una p de 0.0251 (OR 8.235 IC95% 1.75-44.08) 
(datos no mostrados). Para el resto de los EA no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas al comparar las frecuencias entre los controles y los casos bajo ningún tipo de test ni 
el alélico ni el genotípico (p> 0.05).  
Por otro lado, al evaluar la relación de estos polimorfismos y la eficacia al tratamiento 
con AZA se observó que de los portadores de variantes en el gen TPMT, cuatro pacientes 
detuvieron el tratamiento por no obtener respuesta favorable y 8 de ellos toleraron bien el AZA, 
no pudiéndose determinar el estatus en 3 de los pacientes. Mientras que para el gen ITPA, con la 
variante c.94C>A, 8 pacientes detuvieron el tratamiento por no respuesta, 10 lo toleraron bien y 
en 4 no pudo ser determinada. Mientras que para los portadores de la IVS2+21A>C, en 24 no 
pudo ser determinada, 10 no respondieron y en 40 la respuesta fue favorable.  
 
Tabla 17. Relación entre las variantes en TPMT e ITPA con la respuesta 











Al hacer la valoración estadística se pudo determinar que existe una asociación 
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con AZA, con un OR de 4.3214 (IC95%: 1.572-11.8797) y un valor de p de 0.005 al test genotípico 
como se puede observar en la tabla 17.  
Sin embargo, esta asociación entre ITPA y eficacia no se ha logrado confirma en el estudio 
de la réplica. 
 
B. Estudio de la replica 
1. Datos de la población. 
En el caso de estudios de genoma completo, en especial cuando se desarrollan con 
pequeños grupos de muestras, las cuales pueden llegar a ser insuficientes para detectar loci con 
un efecto bajo o moderado, se hace necesaria la validación de los hallazgos principales en un 
segundo grupo de pacientes con similares características que permitan corroborar o no los 
resultados encontrados en el primer experimento, emergiendo éstos, de ser ciertos, como 
asociaciones reales reproducibles.  
 
Adicionalmente a este objetivo principal de hacer la validación en un grupo de réplica, 
en este segundo paso, se recomienda que el mismo sea realizado como ya se mencionó 
anteriormente en un grupo de pacientes diferentes al inicial, por un lado, y asimismo, utilizar una 
plataforma de genotipado diferente, con el objetivo de poder realizar una evaluación sistemática 
del proceso que permita determinar posibles fuentes de error o sesgo que podrían haber sido 
responsables de un falso hallazgo inicial.  
 
En nuestro caso el grupo de réplica estuvo constituido por pacientes con EII que 
recibieron AZA como tratamiento y que pertenecen al Estudio Nacional en Enfermedad 
Inflamatoria Intestinal sobre Determinantes Genéticos y Ambientales (ENEIDA). Los pacientes 
procedían de distintos  hospitales de las comunidades de Cataluña y Madrid. Detalles 
demográficos son presentados en la tabla 18. De los 264 pacientes remitidos, luego de la 
clasificación y selección de los casos y controles en base a los criterios de tiempo de exposición al 
fármaco y tipo de EA, se escogieron para la posterior evaluación con relación a los EA globales a 
85 casos y 63 controles, para la pancreatitis 19 casos y 93 controles, en mielosupresión 
cumplieron con los criterios como casos 29 y controles 58, mientras que para la eficacia 











Tabla 18. Datos demográficos de los 
pacientes incluidos como grupo de réplica. 
Categoría    n (264)        % 
Diagnóstico
     Enfermedad de Crohn 174 66.29
     Colitis Ulcerosa 90 33.71
Sexo  
     Masculino 134 50.76
     Femenino 130 49.24
Edad  
     Promedio (Años) 34 (9-78) 100
Fumador 
     Sí  71 26.89
     No  182 68.94
     ND*  11 4.17










Respuesta a AZA 
      No respondedores 30 33.33
      Respondedores  60 66.66
      Indeterminados 174 -
Efectos Adversos 
     No  175 67.80
     Sí  85 32.19
Tipo de Efecto Adverso 
     Pancreatitis 19 7.20
     Intolerancia Digestiva 27 10.62
     Mielosupresión 29 10.98
     Hepatotoxicidad 12 6.06
     Artralgias 4 1.51
     Alopecia 3 1.51
     Otros: combinados 9 -
                           *ND: No determinado 
 
2. Datos del genotipado. 
Con relación a los SNPs, para la réplica fueron seleccionados un total de 106 SNPs 
distribuidos en 4 reacciones múltiples analizados por la tecnología de Sequenom MassArray. 
Estos fueron seleccionados, como se comentó en el apartado de materiales y métodos, en 
función de los que presentaron un valor de p más bajo para las pruebas alélicas ya sea con la 
prueba de Fisher o el X2 en cada categoría de análisis (EA globales, pancreatitis, mielosupresión y 





eficacia), además se incorporaron algunos SNPs que resultaron interesantes bajo el modelo 
dominante y otros tras un análisis de regresión logística ajustado por las covariables 
mencionadas.  
 
Luego del genotipado del grupo de réplica se siguió con el control de calidad de cada 
SNP y muestra. Se lograron genotipar con éxito un total de 94 SNPs, de los cuales dos fueron 
eliminados, uno por ser monomórfico y otro por no cumplir el Equilibrio de Hardy-Weinberg en 
los controles. Se eliminaron 3 individuos por incongruencias en relación al sexo fenotípico y 
molecular y 13 fueron eliminados por tener una tasa de genotipado < al 80%.  Con relación a las 
muestras, la distribución de casos y controles quedo definida para EA globales con 80 casos y 59 
controles, para pancreatitis con 17 casos y 88 controles, mielosupresión con 25 casos y 53 
controles y para la eficacia 29 casos y 55 controles. 
 
3. Pruebas de asociación en la réplica. 
Se determinó la asociación estadística utilizando la diferencia de frecuencias alélicas 
entre casos y controles usando el X2 o la prueba exacta de Fisher en los casos donde había un 
valor menor a 5 en algunas de las celdas de las tablas de contingencia, al igual que en análisis de 
la población inicial. Adicionalmente se estimó la probabilidad conjunta, en una meta-análisis que 
agrupaba la información de las dos cohortes de pacientes, la inicial y la de la réplica utilizando el 
estadístico CMH (Cochran-Mantel-Haenszel), que calcula una probabilidad y un OR combinada 
con los dos niveles considerados.    
En las siguientes tablas (tablas de la 19 a la 22), se puede observar un resumen de los 
datos generados y los resultados obtenidos en la réplica así como el estudio en conjunto. Se 
muestran los datos replicados con mayores significación en el test alélico.   
En términos generales los resultados de la réplica en cada una de las clases estudiadas 
no reflejan valores estadísticamente significativos pues no entran en el nivel de significación 
estipulado al hacer corrección por test múltiples (5x10-4, bonferroni para 92 test), y además con 
una tendencia a ser más discretos que en el estudio inicial, lo cual es de considerar debido al 
número de muestras analizadas. Sin embargo, al evaluar la probabilidad conjunta (CMH) puede 
apreciarse algunos SNPs que logran obtener un valor significativo (p<0.0005), y con OR en la 
misma tendencia al estudio inicial. No obstante, en muchos casos esta significación en el CMH se 
debe al impulso dado por el valor de p en la población inicial.  
 





Tabla 19. Resultados del análisis de la réplica y meta-análisis de resultados en 
conjunto para el desarrollo de efectos adversos globales. 
Cr SNP Análisis P OR IC95% Gen 
17 rs12453150 
INICIAL 4.40E-05 0.3922 0.24-0.61 
FLJ34922 REPLICA 8.064E-01 1.06 0.66-1.72 
CONJUNTO 1.49E-03 1.69 1.22-2.34 
12 rs4272850 
INICIAL 1.29E-03 2.372 1.39-4.04 
TMEM132C REPLICA 2.587E-01 1.41 0.78-2.56 
 CONJUNTO 1.67E-03 1.88 1.26-2.79 
13 rs17592438 
INICIAL 1.39E-03 2.797 1.46-5.34 
LOC643677 REPLICA 2.697E-01 1.46 0.74-2.87 
CONJUNTO 2.12E-03 2.05 1.28-3.27 
23 rs9943012 
INICIAL 4.38E-06 5.848 2.27-15.01 
LOC139431 REPLICA 7.780E-01 0.91 0.46-1.78 
 CONJUNTO 2.17E-03 2.07 1.27-3.36 
2 rs1545133 
INICIAL 8.60E-04 2.152 1.36-3.38 
POLR1B REPLICA 3.969E-01 1.24 0.75-2.05 
CONJUNTO 2.37E-03 1.68 1.20-2.35 
5 rs13157270 
INICIAL 1.20E-03 3.56 1.59-7.97 
MASS1 REPLICA 6.350E-01 1.26 0.48-3.31 
CONJUNTO 4.45E-03 2.35 1.28-4.33 
12 rs2300455 
INICIAL 5.27E-04 3.7 1.95-8.97 
ACACB REPLICA 3.88E-01 1.39 0.69-2.81 
CONJUNTO 6.10E-03 1.86 1.19-2.92 
14 rs7160694 
INICIAL 1.43E-03 4.238 1.63-10.98 
ENSG00000100629 REPLICA 7.895E-01 1.17 0.37-3.67 
CONJUNTO 6.62E-03 2.57 1.25-5.25 
5 rs10941112 
INICIAL 7.95E-04 2.119 1.36-3.29 
AMACR REPLICA 8.281E-01 1.05 0.65-1.71 
CONJUNTO 8.44E-03 1.54 1.12-2.13 
 
  
En el caso de los EA globales ninguno de los SNPs seleccionados muestra una señal 
significativa que pueda ser considerado como de importancia en esta clase de análisis. La p en la 











Tabla 20. Resultados del análisis de la réplica y meta-análisis de resultados en 
conjunto evaluando pancreatitis. 
Cr SNP Análisis P OR IC95% Gen 
16 rs1800124 
INICIAL 4.32E-04 10.99 7.16-16.84 
ERCC4 REPLICA 3.21E-01 2.11 0.39-11.37 
CONJUNTO 7.24E-05 5.51 2.12-14.30 
13 rs10162272 
INICIAL 4.96E-06 8.69 5.98-12.62 
ENSG00000173223 REPLICA 2.71E-01 1.95 0.58-6.54 
 CONJUNTO 1.51E-04 4.00 1.83-8.75 
3 rs11919970 
INICIAL 5.95E-05 4.719 3.56-6.24 
EHHADH REPLICA 3.41E-01 1.78 0.54-5.88 
CONJUNTO 2.03E-04 3.31 1.70-6.44 
2 rs2280718 
INICIAL 1.71E-04 3.614 2.83-4.60 
ENSG00000177994 REPLICA 4.44E-01 1.38 0.61-3.12 
 CONJUNTO 1.22E-03 2.32 1.37-3.93 
6 rs6907580 
INICIAL 1.77E-05 7.502 5.21-10.78 
GPRC6A REPLICA 8.90E-01 1.12 0.23-5.42 
CONJUNTO 1.63E-03 3.44 1.50-7.89 
6 rs2297980 
INICIAL 8.18E-04 3.487 2.67-4.54 
TINAG REPLICA 4.67E-01 1.55 0.47-5.08 
CONJUNTO 1.82E-03 2.67 1.41-5.05 
14 rs9464 
INICIAL 7.93E-04 4.296 3.13-5.88 
ENSG00000022976 REPLICA 7.49E-01 1.30 0.26-6.39 
CONJUNTO 4.00E-03 2.97 1.37-6.47 
15 rs678892 
INICIAL 1.37E-04 0.1685 0.11-0.24 
PIGB REPLICA 9.19E-01 0.96 0.45-2.07 
CONJUNTO 5.48E-03 0.45 0.25-0.80 
14 rs1053019 
INICIAL 1.04E-03 4.178 3.05-5.72 
ENSG00000022976 REPLICA 8.08E-01 1.22 0.25-6.01 
CONJUNTO 5.70E-03 2.85 1.31-6.21 
 
 
Igualmente en el caso de la pancreatitis no se observa ningún SNP con valores 











Tabla 21. Resultados del análisis de la réplica y meta-análisis de resultados en 
conjunto evaluando mielosupresión. 
Cr SNP Análisis P OR IC95% Gen 
4 rs7681441 
INICIAL 1.14E-03 30.5 3.27-284.3 
ENSG00000170105 REPLICA 2.46E-01 4.29 0.38-48.49 
CONJUNTO 7.30E-05 11.27 2.24-56.70 
4 rs7681953 
INICIAL 1.14E-03 30.5 3.27-284.3 
ENSG00000170105 REPLICA 2.46E-01 4.29 0.38-48.49 
 CONJUNTO 7.30E-05 11.27 2.24-56.70 
4 rs7682031 
INICIAL 1.14E-03 30.5 3.27-284.3 
ENSG00000170105 REPLICA 2.46E-01 4.29 0.38-48.49 
CONJUNTO 7.30E-05 11.27 2.24-56.70 
5 rs3729961 
INICIAL 5.50E-04 4.608 1.83-11.59 
IL6ST REPLICA 3.55E-02 2.98 1.04-8.54 
 CONJUNTO 9.59E-05 3.74 1.86-7.52 
2 rs2438101 
INICIAL 1.14E-03 30.5 3.27-284.3 
ENSG00000188464 REPLICA 5.51E-01 2.06 0.13-33.65 
CONJUNTO 2.33E-04 9.45 1.88-47.60 
9 rs7870554 
INICIAL 2.50E-04 0 0 
KIAA1529 REPLICA 5.98E-01 2.08 0.28-15.24 
CONJUNTO 2.94E-04 7.58 1.76-32.58 
4 rs3749598* 
INICIAL 7.84E-04 4.8 1.79-12.85 
FSTL5 REPLICA 1.05E-01 2.70 0.78-9.32 
CONJUNTO 4.36E-04 3.71 1.70-8.11 
22 rs138593 
INICIAL 2.78E-04 4.294 1.87-9.843 
LOC388910 REPLICA 2.68E-01 1.57 0.70-3.51 
CONJUNTO 1.27E-03 2.48 1.40-4.40 
19 rs441827 
INICIAL 4.62E-04 4.133 1.79-9.541 
NALP4 REPLICA 2.74E-01 1.51 0.72-3.14 
CONJUNTO 1.66E-03 2.34 1.36-4.02 
15 rs11636318 
INICIAL 4.09E-04 4.111 1.80-9.386 
ENSG00000188869 REPLICA 4.50E-01 1.35 0.62-2.94 
CONJUNTO 4.32E-03 2.20 1.26-3.85 
                             *considerado tras el análisis del modelo dominante 
En el análisis de la mielosupresión, se observa como dato resaltante el rs3729961 en el 
gen de la IL6ST, que presenta una probabilidad bruta en la réplica <0.05 (p=0.0355), y una 
probabilidad conjunta (CMH) de 9.59x10-5 , un OR de 3.74 (IC95% 1.86-752), y con una MAF en 
gallegos de 14.52%, y entre casos y controles de 35% vs 10%, respectivamente (tabla 13). 
Adicionalmente destaca bajo el análisis con el modelo dominante en el caso de la mielosupresión 
el rs3749598 que está ubicado en el gen FSTL5. Llega a presentar una p conjunta en CHM de 
6x10-5, con una p<0.001 en el estudio inicial y con p<0.05 en la réplica.  





 Por otro lado, aunque sin relevancia estadística en el grupo de la réplica cabe mencionar 
igualmente la probabilidad conjunta significativa de un grupo de marcadores ubicados en el 
cromosoma 4; el rs7681441, el rs7681953 y el rs7682031, entre las posiciones cromosómicas 
166827334-166827631. Sin embargo, al realizar la evaluación de esta zona cromosómica se 
puede apreciar que hasta el momento no presenta algún gen reconocido o asignado en el 
catálogo del Genoma Humano para febrero del 2009 (GRCh37/hg19), como se aprecia en la 
siguiente figura: 
Figura 31. Detalle de la región cromosómica 4q32.3 según el USCS Genome 
Browser de la Univ. De California, USA. Se representa gráfica con detalle de genes 












En relación a la evaluación de la eficacia dos SNPs presentan probabilidades conjuntas 
en el rango significativo así como unos valores p en la réplica inferior o alrededor de 0.05 
(p≤0.10), por lo cual lo consideramos sugestivo e importante de mencionar. El rs17151692 en el 
cromosoma 7 (p=0.02) y el rs6521112 en el cromosoma X (p=0.08). El primero ubicado en el gen 
PION y el segundo asociado a un gen codificante de una proteína del tipo dedos de Zinc, un factor 
de transcripción (ZNF673). Estos marcadores mostraron una p conjunta de 4.26x-06 y 1.80x-04, 
respectivamente, con unos OR en la misma dirección de lo presentado tanto en el estudio 
original como en la réplica. Igualmente se suma en significación al considerar el análisis con 
covariables el rs6460195 ubicado en el gen ZNF138 en el cromosoma 7 con un valor de p inicial 





de 2.37x10-3, en la réplica con un valor <0.05 y una p conjunta de 5.10x-5, en todos los casos se 
mantienen los OR con la misma tendencia.  
 
Tabla 22. Resultados del análisis de la réplica y meta-análisis de resultados en 
conjunto evaluando la eficacia. 
Cr SNP Análisis P OR IC95% Gen 
7 rs17151692 
INICIAL 1.12E-04 4.569 1.99-10.44 
PION REPLICA 1.09E-02 4.52 1.30-15.77 
CONJUNTO 4.26E-06 4.55 2.28-9.10 
X rs6521112 
INICIAL 5.28E-04 3.241 1.63-6.42 
FLJ20344/ZNF673 REPLICA 8.63E-02 1.93 0.91-4.10 
 CONJUNTO 1.80E-04 2.58 1.56-4.27 
7 rs6460195* 
INICIAL 2.37E-03 2.621 1.42-4.82 
ZNF138 REPLICA 1.24E-02 2.48 1.23-5.02 
CONJUNTO 5.10E-05 2.56 1.61-4.06 
20 rs6063377 
INICIAL 1.03E-04 0.2955 0.15-0.55 
DDX27 REPLICA 7.69E-01 0.91 0.47-1.75 
 CONJUNTO 1.55E-03 0.49 0.31-0.77 
15 rs3812909 
INICIAL 2.69E-04 2.733 1.57-4.74 
ZNF291 REPLICA 7.24E-01 1.13 0.57-2.25 
CONJUNTO 2.43E-03 1.91 1.25-2.93 
3 rs6793295 
INICIAL 4.71E-04 2.678 1.52-4.70 
ENSG00000171757 REPLICA 7.40E-01 1.14 0.53-2.44 
CONJUNTO 3.06E-03 1.95 1.24-3.05 
6 rs1043863 
INICIAL 5.85E-04 0.1696 0.05-0.56 
SNX9 REPLICA 8.05E-01 0.78 0.28-2.13 
CONJUNTO 3.42E-03 0.34 0.16-0.72 
20 rs3746736 
INICIAL 1.42E-04 0.3198 0.17-0.58 
CSTL1 REPLICA 8.91E-01 1.05 0.55-2.00 
CONJUNTO 4.87E-03 0.54 0.35-0.84 
9 rs10761073 
INICIAL 2.78E-04 2.874 1.60-5.15 
OR13D1 REPLICA 9.90E-01 1.00 0.52-1.90 
CONJUNTO 5.75E-03 1.80 1.18-2.76 
9 rs1851724 
INICIAL 1.82E-04 2.823 1.61-4.92 
OR13C5 REPLICA 6.90E-01 0.87 0.44-1.72 
CONJUNTO 8.06E-03 1.75 1.15-2.67 
12 rs1609860 
INICIAL 3.41E-04 3.974 1.78-8.84 
STAB2 REPLICA 7.61E-01 0.83 0.24-2.82 
CONJUNTO 9.55E-03 2.27 1.18-4.37 



















1. Consideraciones generales. 
 En el estudio de asociación de genoma completo en relación al desarrollo de EA globales 
al tratamiento con AZA, así como para la aparición de pancreatitis o mielosupresión y al igual que 
la evaluación de la eficacia, no hemos encontrado ningún SNP que cumpla con el criterio de 
significación estadística establecido en nuestro análisis (bonferroni, 10-6). En este sentido, 
posterior a la realización de un estudio de asociación y a la evaluación de los resultados si se 
consigue que no existe diferencias estadísticas entre las variables estudiadas se debe considerar 
si la ausencia de significación indica realmente que no existe una diferencia o asociación 
clínicamente relevante, o simplemente que no se dispone de suficiente número de pacientes 
para obtener hallazgos significativos. En nuestro caso, reconocemos que en nuestro estudio, con 
233 pacientes totales, que además se ve fraccionado en cada una de las clases consideradas el 
valor de pacientes integrantes de cada grupo se hace mucho menor aunado a los 
aproximadamente 11.200 SNPs que entraron en el análisis presenta una limitación considerable 
en relación al efecto del locus que esperaríamos haber encontrado o incluso aquellos que 
esperaríamos haber dejado fuera.  
Si bien la baja potencia es una característica común a los estudios de farmacogenética, la 
muestra analizada (por ej. en el caso de la mielosupresión) muestra un 80% de poder (potencia) 
para detectar al nivel de significación de GWAS la asociación de un SNP de frecuencia moderada 
con un OR de 9.5. Esto supone que genes (SNPs) de efecto considerablemente mayor a esto 
deberían haber sido detectados en nuestro estudio y sin embargo no ha sido así, apoyando la 
idea de la ausencia de genes de efecto mayor en EII. 
Sin embargo, hemos conseguido evidencia sugerente de asociación con SNPs 
posiblemente implicados en algunos genes nuevos tanto para la mielosupresión como para la 
eficacia al tratamiento con AZA.  
         2. Genes implicados en la mielosupresión. 
2.1 El gen IL6ST 
Tal es el caso del rs3729961 ubicado en la región 5´UTR del gen IL6ST, el cual ha sido 
mapeado en el cromosoma 5q11.2 (140), contiene 14 exones y llega a expandir 
aproximadamente una región de 51 kb. La proteína codificada por este gen, también conocida 
como gp130, es un transductor de señal compartida por muchas citosinas (141), como la 
interleucina6 (IL-6), la interleucina 11 (IL-11), el factor inhibitorio de la leucemia (LIF), el factor 
neurotrófico ciliar (CNTF), y la oncostatin M (OSM) (142), entre otros. 






Figura 32. Diagrama de interacción génica entre el gen IL6ST y 














La IL-6 es una citoquina inmunomoduladora que actúa a nivel de la superficie celular 
como parte de un complejo de ensamble proteico que interviene en la activación de la 
señalización intracelular compuesta de IL6, IL6RA, y del receptor gp130 (IL6ST) (143). La IL-11 es 
una citosina multifuncional aislada por primera vez en 1990. Es un regulador clave de múltiples 
eventos en la hematopoyesis, en particular de la estimulación de la maduración de 
megacariocitos (144). El factor inhibitorio de la leucemia (LIF), es igualmente una citoquina de 
clase 6, reguladora del crecimiento y desarrollo celular. Participa como molécula intermediaria 
entre el sistema inmune y diversos procesos fisiológicos, interviniendo en la promoción del 
crecimiento y diferenciación de diferentes tipos celulares así como el desarrollo neuronal y la 
implantación del cigoto (145,146). El factor neurotrófico ciliar (CNTF), es una proteína con 
funciones regulatorias del crecimiento del sistema nervioso, tanto como estimulante del mismo 
como de protector de su degradación ante la presencia de procesos inflamatorios (147), y la OSM 
es una citocina pleiotrópica que pertenece al grupo de la IL-6, muy parecida a LIF en estructura y 
función. Se estima que trabaja a nivel del desarrollo del hígado, hematopoyesis, la inflamación y 





posiblemente el desarrollo del SNC. También se asocia con la formación y recambio o destrucción 
ósea (148,149). 
Todas estas citoquinas actúan a través del complejo receptor de membrana del que 
forma parte la proteína gp130, donde la señalización se desencadena por homodimerización de 
IL-6 o por la heterodimerización de las proteínas LIF-Rb/gp190, IL11, LIF, OSM y CNTF, junto a la 
gp130 (150,151). Razón por la cual, estas citosinas intervienen en actividades similares en 
diversos tejidos biológicos. 
Estudios en modelos animales (ratones), sugieren que el gen IL6ST juega un papel crítico 
en la regulación de la apoptosis de los miocitos, participando en la respuesta de las células 
cardiacas ante el stress fisiológico (152). También se han podido asociar ciertos defectos a nivel 
del sistema de señalización intracelular de vías reguladas por STAT1/3 y SHP2-Ras-ERK, que 
tienen en común a la proteína gp130, con fenotipos relacionados con afectación a nivel de la 
mucosa gastrointestinal (153).  
Igualmente, se reportan alteraciones a nivel de la proteína gp130 relacionadas con el 
desarrollo de patologías autoinmunes como la artritis reumatoide (154). Otras evidencias 
mostradas por Nakagawa y colbs., en el 2010,  relacionan la acción de la IL-6, con el desarrollo de 
enfermedades crónicas autoinmunes. La IL-6 regula positivamente el desarrollo de linfocitos       
T-CD8 vía Foxp3 las cuales a su vez regulan la inflamación crónica en la artritis reumatoide con la 
participación de células T(h)17(155).  
Igualmente mutaciones en el gen IL6ST, son encontrados casi exclusivamente y forman 
parte de la clasificación molecular del carcinoma hepatocelular, un tumor frecuente derivado de 
la trasformación maligna de los hepatocitos (156), donde este gen funciona como un oncogén. 
Aunque hasta el momento no se ha demostrado una asociación directa entre el IL6ST y 
su activación ante la acción de algún fármaco o una posible vinculación directa con la 
mielosupresión, el papel que se ha venido describiendo sobre su participación directa o por las 
proteínas que lo acompañan, en procesos inmunológicos crónicos y cancerosos, así como la 
regulación de los procesos fisiológicos de crecimiento, maduración y diferenciación de diferentes 
tipos celulares, entre ellas las hematopoyéticas, lo hace un buen candidato para seguimiento en 
estudios posteriores que permitan dilucidar y establecer su relación con el desarrollo de la 
mielosupresión en pacientes con una enfermedad de compromiso inmunológico, como lo es la EII 
y su respuesta ante la aplicación del tratamiento con AZA.  
En el mismo sentido, al considerar las probables variaciones patológicas en algunas de 
las otras proteínas que intervienen en el complejo integradas a gp130, es importante destacar el 
papel que pueda estar desarrollando la IL-11 con el fenotipo de mielosupresión aquí relacionado.  
 





La IL-11, inicialmente descrita en 1990 (157), es definida principalmente como una 
citocina hematopoyética. El gen se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 19, 
específicamente en 19q13.3-q13.4. Es miembro de la familia de la IL-6 ya que utiliza a la proteína 
gp130 como el componente de señalización de su receptor.  
Desde el año 1993, es reconocido su importante papel en procesos hematopoyéticos y 
del sistema linfoide. La proteína purificada muestra una actividad multifuncional, que influyen en 
la proliferación y diferenciación linfohematopoyética de células madre, proliferación y 
diferenciación de células progenitoras megacariocíticas, proliferación de células progenitoras 
eritroides, la maduración de linfocitos B, la activación de los hepatocitos, síntesis de proteínas de 
fase aguda y la adipogénesis (158). Estudios en primates han demostrado que la aplicación de   
IL-11 recombinante es efectiva para reducir y aminorar la severidad de la mielosupresión en 
animales irradiados o que han recibido quimioterapia (159,160). Al igual que estudios in vitro han 
dado evidencia del efecto estimulante sobre el Factor Estimulador de Colonias Granulocíticas    
(G-CSF, en inglés), sugiriendo su uso terapéutico combinado para el tratamiento de la 
mielosupresión inducida por quimioterapia (161).  
El rhIL-11 (Neumega), es un compuesto de IL-11 recombinante que se ha elaborado y 
aprobado por la FDA en los Estados Unidos para su uso en la prevención de la trombocitopenia 
grave que ocurre después de la quimioterapia del cáncer. Igualmente, se ha observado que el 
rhIL-11 estimula procesos anti-inflamatorios en una gran variedad de modelos animales tanto en 
procesos agudos como crómicos, incluyendo la EII, entre varios modelos de enfermedades 
inflamatorias autoinmunes o sindrómicas (162). Se cree que este efecto lo realiza por medio de la 
regulación de la línea celular macrofágica que brindaría una mejora en la respuesta de protección 
a nivel intestinal (163). 
El gen de la IL-11, al ser calificado como uno de los genes de la inflamación, ha sido 
considerado como probable gen de susceptibilidad para la EII (164,165). Sin embargo, no se han 
encontrado pruebas significativas de su asociación con la etiología de la enfermedad (166). Al 
igual que su uso terapéutico para tratar la EII tampoco ha generado resultados satisfactorios 
(167). 
2.2. El gen FSTL5 
El gen FSTL5 se encuentra ubicado en el cromosoma 4 en la región q32.3, codifica para 
una proteína de aproximadamente 845 aminoácidos, la cual, funciona a nivel de la matriz 
extracelular en probable interacción con otras proteínas del tipo metaloproteasas. Se han 
reconocido 5 isoformas de las cuales 3 llegan a formar proteínas. Estudios de homología entre 
especies evidencian que el gen se encuentra conservado en chimpancé, perro, ratón, rata, pollo y 





pez cebra. Igualmente, presenta en su estructura proteica varios dominios conservados entre los 
que destacan uno del tipo de Ig, uno del tipo Kazal_FS, y otros dos de función aún desconocida 
llamados dominios COG y PTZ. 
En el año 2009 un grupo de investigadores estudiando el desarrollo central de la región 
dorsal en ratones tratando de indagar sobre el mecanismo de quimioatracción de este grupo de 
células especializadas, lograron demostrar la expresión aumentada en la medula espinal dorsal 
de seis genes nuevos dentro de los cuales destaca el gen homologo fstl5 (168). 
Efectivamente poco se conoce sobre su función específica, pero en base al perfil 
filogenético de la proteína se ha podido establecer empíricamente su posible interacción con 
otras proteínas (169), y así se ha podido asociar al gen FSTL5 con otros genes como el MMP1, el 
MMP2 y el TIMP1. 
Figura 33. Diagrama de interacción génica entre el gen FSTL5 y 











Los tres genes así relacionados intervienen en el catabolismo de la matriz extracelular, 
bajo la interacción como metaloproteasas de matriz (MMP). Tanto el gen MMP1 como el MMP2 
están involucrados en la degradación de la matriz extracelular en procesos fisiológicos normales, 
como el desarrollo embrionario, la reproducción y la remodelación de tejidos, así como en 
procesos patológicos como la artritis y el desarrollo de metástasis. La mayoría de proteínas MMP 
son secretadas como proteínas inactivas que necesitan ser escindidas por proteasas 
extracelulares para ejercer su función. Específicamente el gen MMP1 codifica una enzima que 
descompone el colágeno intersticial tipo I, II y III, y se ha reportado asociado a diversos procesos 





 fisiológicos y además patológicos como alteraciones cardiacas, procesos de prolapsos pélvicos e 
incontinencia urinaria, desarrollo de procesos cancerosos, e incluso sordera súbita, entre otros 
(170-175). El gen MMP2 codifica una enzima que degrada el colágeno tipo IV, principal 
componente estructural de las membranas basales. La enzima desempeña un papel en la ruptura 
del endometrio menstrual, la regulación de la vascularización y la respuesta inflamatoria. 
Alteraciones en el mismo se han relacionado con ruptura de membranas en embarazos a 
pretérmino, desarrollo de alteraciones cardíacas, y procesos neoplásicos con capacidad 
metastásica (176-180), asimismo, mutaciones en este gen se han asociado con el síndrome de 
Winchester y el síndrome  de NAO (nodulosis-artropatía-osteolisis) (181-183). 
Por otro lado, el gen TIMP1 pertenece a la familia de los genes TIMP y las proteínas 
codificadas por esta familia de genes son inhibidores naturales de MMP. Además de su función 
inhibitoria contra la mayoría de las MMP conocidas, la proteína codificada es capaz de promover 
la proliferación celular en una amplia gama de tipos celulares y también se le reconoce cierto 
papel antiapoptótico. La transcripción de este gen es altamente inducible en respuesta a muchas 
citoquinas y hormonas y se encuentra localizado en el intrón 6 del gen SINAPSIN I y se transcribe 
en dirección opuesta. Se ha relacionado el aumento de la expresión de este gen con la resistencia 
a la apoptosis inducida por TNF-α en líneas celulares de osteosarcomas (184), igualmente la 
concentración plasmática del TIMP1 se presenta como un biomarcador para evaluar la respuesta 
a la primera línea de terapia en cáncer de ovario (185), en el mismo sentido la cuantificación 
serológica del TIMP1 sirve como indicador para diferenciar pacientes con enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica (EPOC) de pacientes fumadores asintomáticos de bajo riesgo de desarrollar 
EPOC, encontrándose elevados los niveles de TIMP1 en el primer grupo (186).  
Valido para las observaciones anteriormente hechas, aunque le mecanismo por el cual 
directamente estos genes puedan estar influenciando el desarrollo del fenotipo de 
mielosupresión en pacientes con EII que reciben AZA, la importancia de sus funciones en 
procesos metabólicos fisiológicas y su alteraciones descritas en procesos patológicos podrían dar 
pistas en estudios posteriores sobre el posible papel de estos genes en dicho proceso biológico 
que condiciona de cierta manera el nivel de respuesta ante el fármaco.  
2.3. El gen TPMT 
Se han descrito en la literatura científica diversas variantes genéticas en TPMT que han 
sido sistemáticamente relacionadas con la aparición de toxicidad al tratamiento con  AZA. Es 
reconocido que pacientes portadores de alelos asociados con baja o nula actividad enzimática de 
TPMT, especialmente en estado de homocigosis, tienen un aumento significativo en el riesgo de 
desarrollar mielosupresión como resultado de la acumulación excesiva de 6-TGNs,  compuestos 
activos de las tiopurinas; AZA y 6-MP (187,188), por lo que AZA no es recomendado en estos 





pacientes. Sin embargo, una reducción de la dosis inicial de 10-15% de la dosis estándar se puede 
utilizar para el tratamiento de estos casos (189).  
 
En nuestro estudio, encontramos diferencias estadísticamente significativas entre las 
variantes de TPMT y la mielosupresión como efecto secundario al tratamiento con AZA (p<0.05), 
este resultado está de acuerdo con otros reportes en la literatura donde es reconocido que los 
pacientes con deficiencia de TPMT están en mayor riesgo de desarrollar la mielosupresión 
(16,95,190,191). Sin embargo, la importancia clínica del sobre la determinación del polimorfismo 
en TPMT previo a la implementación del tratamiento con AZA es un tema que hasta el día de hoy 
genera controversia. Aunque es sabido que su actividad puede determinar, al menos en parte, la 
eficacia clínica de la terapia con AZA, el porcentaje de individuos portadores de alelos mutantes 
es muy bajo en la población general (0,3% en población caucásica).  
 
 
En el mismo sentido, la presencia de un alelo mutado por sí solo no garantiza la 
ocurrencia de algún EA, puesto que el espectro de comportamiento en los individuos 
heterozigotos es muy amplio, desde no sufrir ningún efecto hasta incluso desarrollar alguno con 
probable compromiso del estado de salud, e incluso la muerte. Razón por la cual la 
determinación del genotipo de TPMT sería especialmente útil solo cuando permita identificar 
individuos homozigotos para alelos mutados propensos a desarrollar EA, especialmente 
mielosupresión. Debido a esto, frecuentemente se cuestiona la utilidad de esta herramienta en la 
aplicación clínica, a pesar de que la FDA (Food and Drug Administration), recomienda la 
determinación del estatus genotípico del paciente previo a la administración de tiopurinas, el 
verdadero valor es ciertamente limitado pues se ha visto que mutaciones en TPMT llegan a 
ocurrir solo en una tercera parte de los pacientes que desarrollan mielosupresión al recibir AZA 
(11,192), razón por la cual el recaer solo sobre el genotipo de TPMT el seguimiento o la 
monitorización de la mielosupresión resulta inadecuado. 
 
Por otra parte, no encontramos ninguna asociación estadísticamente significativa entre 
la presencia de alelos mutantes en TPMT y otros EA diferentes a la mielosupresión. Entre los 232 
pacientes analizados en nuestro estudio, no se encontraron individuos homocigóticos para las 
variantes de baja actividad enzimática de TPMT. Solo 15 pacientes (6,57%) llegaron a ser 
heterozigotos y entre ellos, sólo el 33,33% desarrollaron algún tipo de efecto secundario. Estos 
resultados son comparables con el estudio publicado por Stocco y colbs., (104), donde 
igualmente no encontraron asociación significativa entre la toxicidad relacionada con AZA y el 
genotipo en TPMT (p=0,061),  aunque es de considerar que este estudio fue realizado en 
pacientes pediátricos con EII.  
Datos como estos, sirven como evidencia para demostrar que el genotipo de TPMT no 
puede ser considerado como única causa o, la causa directa de los EA al tratamiento con AZA, ya  





que, incluso cuando ellos están presentes no siempre van acompañando el desarrollo de 
toxicidad. 
 
3. Genes implicados en la eficacia. 
Ahora bien en el caso de la evaluación de la eficacia, tres SNPs han resultado resaltantes; 
el rs17151692 ubicado en el cromosoma 7, el rs6521112 en el cromosoma X y el rs6460195, que 
se ubica igualmente en el cromosoma 7.  
 
3.1. El gen PION 
El rs17151692 se encuentra ubicado en la región exónica del gen PION (pigeon 
homólogo en Drosophila). El gen PION se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7, en la 
banda 11.23 (193). Es un gen altamente conservado entre especies; encontrándose en la mayoría 
de invertebrados como el chimpancé, perro, vaca, ratón, rata, pollo, pez cebra, además de 
insectos como la Drosophila Melanogaster. El gen contiene 31 exones y codifica para una 
proteína de 854 aminoácidos, la cual, luego de un proceso catalítico libera un fragmento de 16 
kDa (GSAP-16K) derivado de 121 residuos de la región C-terminal de la proteína que se conoce 
como la proteína activadora γ-secretasa (GSAP), componente principal del complejo gamma-
secretasa (194). 
El complejo de la gamma-secretasa es un grupo de endoproteasas que cataliza la 
escisión intramembranosa de proteínas integrales de membrana como la APP (proteína 
precursora beta-amiloide) y los receptores Notch, entre otros. Su descubrimiento, estudio y  
avances en el entendimiento de su biología molecular se han centrado en su importante papel en 
el desarrollo de la enfermedad Alzheimer (Alzheimer Disease, AD, en inglés). El complejo es 
responsable del último paso en el procesamiento de la proteína precursora del amiloide (APP) 
(195), generando los péptidos beta-amiloide(A), que inician el complejo patológico en cascada 
que conduce por su acumulación a la enfermedad de Alzheimer (196). 
 
Por otro lado, una de las características más resaltantes del complejo gamma-secretasa 
es su capacidad de procesamiento de más de 60 tipos diferentes de proteínas transmembrana, 
con la característica de que sus diferentes sustratos no comparten ninguna secuencia de 
consenso en torno a sus sitios de corte (198,199). Entre este grupo tan diverso de proteínas 
procesadas por este complejo la más notoria es la proteína Notch. 
 





Figura 34. Diagrama del complejo gamma secretasa. Compuesta por: La 
PS1 es una proteína de membrana integral con dominios transmembrana 











Tomado de: Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2006;1:88-88-99 (197) 
La proteína Notch, pertenece a un grupo de proteínas de receptores transmembrana 
que regulan el destino de la célula en varios procesos biológicos importantes, durante el 
desarrollo embrionario, morfogénesis, crecimiento y diferenciación celular de linfocitos T, 
desarrollo neuronal, regeneración muscular y homeostasis ósea, entre otros (200-203). La familia 
de Notch incluye genes para 4 receptores altamente conservados desde invertebrados hasta 
mamíferos, NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, y NOTCH4, cuyos ligandos son de al menos cinco tipos y 
pertenecen a la familia Delta y JAG/Serrate (DSL): JAG1, JAG2, Delta-Like (DLL-1,DLL3 y DLL4). 
Estas proteínas median señales en una gran cantidad de procesos biológicos, principalmente de 
desarrollo y diferenciación celular, y son transmitidas a través de contacto directo entre células 
vecinas que expresan dichos receptores Notch (204).   
Todos los receptores tienen un dominio extracelular que contienen múltiples elementos 
en tándem de factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor, EGF en inglés) y una 
región intracelular cuya porción citoplasmática está compuesta de una proteína de unión al ADN 
(RBP-jk) que presenta un dominio RAM (205). Adicionalmente, se encuentran dependiendo del 
miembro de la familia un grupo de 6 proteínas del tipo ankirina (ANK), delimitadas por dos 
señales de localización nuclear (NSL), un dominio de transactivación (TAD, en inglés), y por último 
un dominio rico en residuos de prolina, gultamina, serina y treonina  (PEST), que controla la vida 
media del receptor (206). El estudio de la vía de señalización mediada por Notch ha contribuido  
fundamentalmente a la comprensión de un nuevo tipo de proceso de señalización celular, 
llamado proteólisis intramembranosa regulada (207).  





La señalización mediada por Notch depende de varios tipos de eventos proteolíticos, 
donde intervienen proteínas como la furina, proteína encargada del primer corte que genera un 
receptor heterodimérico (201,208) que se dirige a la superficie de la célula donde es capaz de 
interactuar con otros ligandos de Notch presente en la superficie de células vecinas, uniéndose a 
ligandos como Serrate, Lag-2, Delta o Jagged y desencadenando un segundo evento proteolítico 
mediado por un grupo de proteínas miembros de la familia de proteínas ADAM (ADAM10 y 
ADAM17) del grupo de las metaloproteasas llamadas TACE, entre otras (209-211).  
Otro evento proteolítico dirigido por el complejo gamma secretasa produce la liberación 
del dominio intracelular de Notch (DICN) (212), el cual se transloca al núcleo donde funciona 
como un activador transcripcional tras sumarse a las proteínas nucleares CSL(CBF1/Su(H)/Lag-1) y 
a la proteína de señal de recombinación de inmunoglobulinas kappa J (RBP-Jk), un grupo de 
proteínas de unión al ADN que median activación o represión de diversos grupos de genes 
llamados “suppressor of hairless o Hairy/Enhancer of split (HES)”,y LAG1 (213).  
Figura 35. Diagrama representando A: Estructura de los receptores de Notch y sus ligandos y  
B: Esquema de la vía de señalización de Nocth. Receptores y ligandos de Nocth contienen elementos 
conservados y repeticiones en tándem de EGF. La señalización de Nocth comienza con la unión al receptor, 
continua por una escisión proteolítica donde interviene la gamma secretasa para liberar el Dominio 
Intracelular de Nocth (NICD), que se trasloca al núcleo y en unión otros complejos estimula la trascripción de 
diversos genes. 
Tomado de: Biochim Biophys Acta 2010 Dec;1806(2):258-267 (214) 





Otros genes regulados por Notch incluyen proteínas y factores que intervienen en el 
control del ciclo y la supervivencia celular, como: p21WAF1/CIP1 (un inhibidor de la quinasa 
dependiente de ciclina que actúa como un sensor y efector de múltiples señales anti-
proliferativas), DELTEX (un regulador positivo de la actividad de Notch), el factor nuclear- kappa B 
(NF-EB) (un factor de transcripción), ciclina D1 (un sensor mitógenenico y activador alostérico de 
la quinasa dependiente de ciclina-CDK4/6) y c-myc (un oncogén y regulador del ciclo celular) 
(219-223).  
Asimismo, la vía de señalización de Notch se identificó inicialmente como un mecanismo 
modulador del proceso de apoptosis. El complejo DICN interactúa y media la inactivación de p53 
por fosforilación (224). Del mismo modo, recientemente, la survivina, una proteína miembro de 
la familia de proteínas de inhibición de la apoptosis (API) y un inductor de la proliferación celular, 
se identificó como un nuevo gen estimulado por el  Notch (225,226). La estimulación de Notch 
resulta en una directa estimulación de la transcripción del gen survivin a través de al menos una 
RPB-Jk a nivel del promotor del gen (227). 
Igualmente, se reconoce el papel importante que poseen estas proteínas antes 
mencionadas (GSAP y la vía Notch), en procesos fisiológicos normales de los organismos 
multicelulares. Alteraciones en algunos de estos niveles se han asociado con diversos procesos 
patológicos como el cáncer y algunas enfermedades crónicas con compromiso inmune (228-232). 
Por ejemplo, Notch1 se ha encontrado ser un factor mediador de la actividad neoplásica 
del oncogén Ras (230). El Ras activo estimula la expresión de Notch1 la cual se ha visto es 
necesaria para mantener el fenotipo neoplásico en células humanas transformadas tanto in vitro 
como in vivo. Por otro lado, la proteína Nocth2 ha presentado un comportamiento particular 
donde se ha visto que su expresión se asocia con mejor tasa de supervivencia en pacientes con 
cáncer de mama (233). En este sentido, O´Neill y colbs (234) encontraron que la expresión 
constitutiva de Notch2 incrementa la apoptosis in vitro en líneas celulares de adenocarcinoma 
humano, suprime el crecimiento del tumor y disminuye hasta un 60% el número de tumores, 
tamaño y características necróticas. Contrariamente, cuando la expresión de Notch2 esta 
disminuida se observa un fenotipo más agresivo de cáncer de mama. En el mismo trabajo se 
evaluó el papel de la proteína Notch4 en cultivos celulares y se observó que los tumores 
estimulados por la presencia de esta proteína se comportaban de forma más agresiva y 
generaban un sistema de vascularización más desarrollado, indicando un papel para Notch 4 de 
promotor del fenotipo maligno. También, se ha visto que Notch4 tiene la capacidad de subvertir 
la morfogénesis epitelial normal y promover la de la matriz extracelular (235). Con relación a 
Notch3, se ha demostrado que su baja regulación suprime de forma significativa la proliferación 
de líneas celulares de tumores mamarios ErbB2-negativos (236).  
 





Aportes como estos antes mencionados dan evidencia de que la familia Notch puede 
funcionar como un oncogén o regulador inhibitorio del crecimiento tumoral en varios tipos de 
cánceres. Es decir que su papel regulatorio en el ciclo celular es primordial y sumamente 
controlado. En consideración a esto y al probable papel que jueguen estas proteínas en la 
resistencia al tratamiento con AZA en pacientes con EII, podemos especular que bajo ciertos 
modelos de los antes descritos o algún mecanismo nuevo sin descubrir, estas vías de señalización 
que involucran al complejo de la gamma secretasa y probablemente a la familia Notch brinden la 
oportunidad a las células de los pacientes resistentes al AZA de evadir el efecto inhibitorio de la 
mitosis que ejerce el fármaco como consecuencia terapéutica al interferir con el metabolismo 
celular, especialmente con el metabolismo de las purinas que conlleva a inhibir la síntesis de 
ADN, ARN y proteínas. Ante esto, algunos de estos nuevos genes podrían estar aportando una 
fuerza que estimule ya sea, la proliferación y diferenciación celular, o por otro lado que inhiba el 
proceso de apoptosis. 
3.2. El gen ZNF673.  
Otro SNP que resulto llamativo en relación a la evaluación de la eficacia al tratamiento 
con AZA fue el rs6521112. Este marcador corresponde a un gen que codifica una proteína del tipo 
Dedos de Zinc, llamado ZNF673. El mismo contiene 7 exones y expande en una región de 
aproximadamente 27.3 kb y está ubicado en el cromosoma X en la región p11.3 (237). 
La familia de genes denominados Proteínas factores de transcripción del tipo dedos de 
Zinc (ZFP-TFS), codifican para proteínas que actúan como activadores y represores de la 
transcripción de múltiples genes, que tienen la característica de estar compuestos por un 
dominio de la proteína zinc finger (ZFP) y cualquiera otro componente de la diferente variedad de 
efectores de transcripción, los cuales ejercen su efecto modulador sobre las regiones vecinas de 














Figura 36. Diagrama de la estructura básica de una proteína 
dedos de zinc del tipo C2H2. Estas proteínas 
constan de los dedos en el que dos residuos de histidina en la α-hélice y dos 
residuos de cisteína en las hojas β 
interactúan con el átomo de zinc. Residuos de aminoácidos dentro de la α-hélice 















Tomado de: J Mol Biol 2005 Dec 2;354(3):507-519 (238) 
 
Estructuralmente, un gran grupo de las proteínas dedos de zinc contienen un dominio  
N-terminal que interactúa con otras proteínas y un C-terminal compuesto por el dominio C2H2 
del grupo Kruppel-type que es por medio del cual se unen al ADN. Asimismo, otro grupo de genes 
ZFP tienen un dominio N-terminal del grupo KRAB  (Kruppel-Associated Box), la cual puede 
conferir actividad de represión transcripcional mediante el arresto de la proteína KAP-1, que a su 
vez recluta la maquinaria de la histona deacetilasa y la histona metiltransferasa para la 
modificación del efecto de la cromatina y el silenciamiento de genes (239). También se han 
descrito otros tipos de dominios importantes como lo son SCAN, BTB y SET (240-242). 
Gracias a su estructura funcional de homo o heterodímeros, los dedos de zinc se pueden 
vincular de forma lineal al reconocer secuencias de ácidos nucleicos de diferentes longitudes, lo 
que le confiere un gran número de posibilidades combinatorias para el reconocimiento específico 
de ADN o ARN, incluso proteínas. Estos se encuentran muy extendidos en la entre las especies y 
se estima que llegan a representar cerca del 3% de los genes del genoma humano (238,243). Otra 
ventaja de su tipo de topología funcional, es la no necesidad de simetría de los sitios de unión al 
ADN, lo que le permite de alguna forma poseer una secuencia común a varios genes (por lo 
general relacionados funcionalmente), con el objetivo de regular la transcripción de todos estos 
genes con un único factor de transcripción. Alternativamente, también es posible dirigir una 
familia de genes relacionados con una sola modulación de la expresión del factor de transcripción 
en sí mismo que controla la de ellos (238).  





Como consecuencia de esta habilidad de adaptación que le brindan sus múltiples 
conformaciones estructurales, los factores de trascripción proteínas dedos de zinc pueden 
interactuar prácticamente en cualquier mecanismo o ruta biológica en la célula, ya sea regulando 
o reprimiendo la expresión de algún o grupos de genes que de manera orquestada condicionan la 
respuesta del organismo ante algún evento en particular. En este sentido, se han podido asociar 
a diferentes procesos como: el control del crecimiento y diferenciación celular (244-246), 
participación en procesos malignos o enfermedades crónicas (247-252), funcionando acoplados a 
hormonas (253-256), e incluso en respuesta ante ciertos medicamentos (257), en especial en 
drogas antineoplásicas donde sirven como mediadores del proceso apoptótico (258). 
Igualmente, mutaciones en algunos genes de la familia de ZFP-KRAB han sido asociados 
directamente con enfermedades humanas. Alteraciones especificas en alguno de tres genes 
cercanamente relacionados en la región Xp11 pueden causar retardo mental ligado al X de tipo 
no sindrómico (ZNF41, ZNF81 y ZNF674) (258,259,259).  
En nuestro caso, el SNP que surge como sugerente en nuestra evaluación de la eficacia al 
tratamiento con AZA (rs6521112), se encuentra ubicado en el gen ZNF673. El gen ZNF673 parece 
ser una duplicación parcial invertida del gen ZNF674. La proteína deducida de ZNF673 contiene 
los dominios KRAB A y B, pero carece de los dominios de dedos de zinc C-terminal que si se 
encuentran en ZNF674, presumiblemente debido a la presencia de una gran cantidad de codones 
de terminación en su estructura, evidenciados en el análisis de  numerosos ARNm (260). Se ha 
estimado que los genes ZNF673 y ZNF674 comparten cerca de un 80.7% de identidad a nivel de la 
estructura proteica. En este sentido, se puede pensar que ambos actúan de manera similar, tal 
como lo demuestra una investigación reciente donde se presenta un paciente con defectos a 
nivel del desarrollo cognitivo y que al análisis molecular revelo una duplicación de ambos genes, 
el ZNF673 y ZNF674 (261).   
Si bien es cierto, hasta el momento estos genes se han asociado con defectos a nivel del 
retraso del desarrollo y discapacidad intelectual, su mecanismo de acción poco estudiado y su 
pertenencia a un grupo de genes con tan amplia gama de posibles interacciones, lo hace un buen 
candidato a estudios posteriores sobre su probable efecto en la eficacia al tratamiento con AZA.  
Por ejemplo, en el caso de la resistencia a drogas inmunosupresoras varios son los 
mecanismos que pueden estar involucrados, entre los cuales se pueden incluir la disminución de 
la acumulación intracelular del metabolito activo del fármaco, incremento de la concentración 
intracelular de tiol, aumento de la actividad de los sistema de reparación de escisión de 
nucleótidos del ADN y la disminución de la actividad reparadora del mal apareamiento de bases 
(mismatch repair, en inglés) (262). En general, se podría hipotetizar en base a la evidencia, que 
las proteínas responsables de cada uno de estos mecanismos están sobre expresadas en células 





resistentes al tratamiento con AZA, como igualmente se ha descrito en el caso de la resistencia a 
otras drogas antineoplásicas, como por ejemplo al cisplatino (258,263-265).  
Entre este grupo de proteínas que actúan como factores de trascripción que estarían 
regulando este mecanismo de resistencia destacan las proteínas supresoras de tumores p53 y 
p73, al igual que la oncoproteína c-Myc, y directamente los factores de trascripción ATF4, Clock, 
YB-1, factor de transcripción de unión a CCAAT del tipo 2 (CTF2), factor de transcripción 
mitocondrial A (mtTFA) y ZNF143 (263,265,266). En consideración de lo observado en estas 
investigaciones está claro que los factores de transcripción activados en respuesta a algún 
fármaco inmunosupresor, como lo es el AZA, al igual que el cisplatino, podrían desempeñar un 
papel importante en el desarrollo de la resistencia al mismo. La evidencia emergente sugiere que 
la complejidad de la respuesta genómica contra los agentes inmunosupresores surgen de la 
expresión génica conjunta de múltiples factores de transcripción.  
 
3.3 El gen ZNF138 
El otro SNP resaltante al evaluar la eficacia corresponde al rs6460195, que se ubica en el 
gen ZNF138 (Zinc Finger Protein 138), que ha sido mapeado en la región 7q11.21-q11.23; y el 
análisis de cDNA lo ubican dentro del grupo de la familia Kruppel de proteínas dedos de Zinc, 
proteínas reguladoras de la transcripción que contienen dominios repetidos en tándem del tipo 
C2H2, y se cree que participan en la proliferación celular normal y anormal así como en la 
diferenciación como represor de la expresión de algunos genes (267,268). La deleción de la 
región cromosómica donde se encuentra ubicado este gen se ha asociado a fenotipos como el 
síndrome de Williams, la enfermedad de pie y mano dividida (SHFD1), y el síndrome de Beckwith-
Wiedemann.  
Aunque se conoce poco sobre cómo funciona este gen, gracias a la evaluación 
filogenética de su estructura proteica se ha podido determinar de forma empírica su posible 
interacción con otras proteínas (169), y así se ha podido asociar al gen ZFN138 con otros genes 




        
 






Figura 37. Diagrama de interacción génica entre el gen ZFN138 y otros 











El gen FOXP1 pertenece a una familia de factores de trascripción (familia FOX), donde 4 
proteínas importantes de este grupo (FOX1, FOX2, FOX3 y FOX4), participan en la regulación del 
crecimiento y diferenciación de los tejidos y la transcripción génica de células de tipo específico 
durante el desarrollo y la edad adulta. La desregulación de los genes de la familia Fox lleva al 
desarrollo de trastornos congénitos, enfermedades crónicas como la diabetes mellitus y a la 
carcinogénesis (269). Especialmente, el FOXP1 se ha asociado a múltiples eventos fisiológicos 
normales, con el desarrollo embriológico con énfasis en el tejido neuronal (270), al igual que en el 
desarrollo de algunos órganos como el pulmón e hígado (268,271), así como también a eventos 
más específicos como la linfogenésis (272).  
En procesos patológicos ha sido asociado frecuentemente con el desarrollo de cáncer 
donde se ha reconocido con un gen supresor de tumores (273), cuando su expresión esta 
disminuida, por ejemplo, en algunos canceres de mama. Aunque también hay evidencia de que 
puede actuar como un oncogén frecuentemente asociado a procesos de translocación que 
conllevan a su sobreexpresión la cual a su vez se asocia con mal pronóstico en algunos tipos de 
linfomas (274), siendo igual el caso cuando está involucrada la translocación mediada por ERG 
análoga al EVT1 en cáncer de próstata (275,276). 





Ahora bien, el otro gen en consideración es el KLF6, el cual codifica para una proteína 
conocida como factor 6 del tipo Kruppel (KLF6), es una proteína de dedos de zinc que actúa como 
factor de trascripción y que es expresada de forma ubicua, descubierta y frecuentemente 
asociado a cáncer de próstata esporádico donde se consigue de forma inactivada, por lo que se le 
considera un gen supresor de tumores  (277,278), igualmente se ha conseguido alterado en otras 
neoplasias como el cáncer colon rectal (279).  
Este gen codifica una proteína nuclear que tiene tres dedos de zinc en el final de su 
dominio C-terminal, una región central rica en serina/treonina, y un dominio ácido situada en la 
región N-terminal. Los dedos de zinc de esta proteína son responsables de la unión específica al 
ADN en los elementos promotores ricos en guanina. La región central podría estar implicada en la 
activación o vías de regulación postraduccional, y el dominio de ácido N-terminal puede 
desempeñar un papel importante en el proceso de activación de la transcripción (280).  
Se ha visto que en los tumores de próstata, el alelo salvaje de KLF6 regula de forma 
positiva el ciclo celular inhibiendo la vía CDKI1A (p21) de una manera independiente de TP53 y 
por ende suprime el crecimiento, mientras que los tumores derivados no mutantes para KLF6 
fallan en regular la vía de  p21 o suprimir la proliferación celular en este tipo de cáncer (277). 
En este sentido, los defectos en la apoptosis no sólo son un punto importante en la 
iniciación y progresión del cáncer, sino también son claves para el desarrollo de la 
quimiorresistencia. Con relación a esto se ha documentado que modificaciones de la compleja 
red de interacciones proteicas entre las cuales interviene el gen KLF6, con la participación de una 
isoforma variante 1 que tiene actividad proapoptótica (KLF6-SV1), está asociada con pobre 
pronostico y baja supervivencia en varios tipos de canceres (281,282). Esta emergente proteína 
se une y degrada la parte apoptótica de la proteína celular NOXA incrementando la 
concentración intracelular de la porción prosupervivencia celular de NOXA, Mcl-1, la cual 
efectivamente bloquea la apoptosis (283).  
En este sentido, varias investigaciones han demostrado que la inhibición de dicha 
variante KLF6-SV1 disminuye la proliferación celular, invasión a los tejidos, la angiogénesis y la 
capacidad de formar tumores, además de restaurar la quimiosensibilidad al cisplatino en vivo 
(282,284), contrario a lo que normalmente regula positivamente la proteína KLF6. En el mismo 
sentido, Sangodkar y colbs en el año 2009 demostraron que la quimiorresistencia al tratamiento 
con cisplatino en cáncer de pulmón se asociaba con incremento en los niveles celulares de KLF6-
SV1 y que estos, al ser disminuidos por medio de la aplicación de RNAi restauraba la sensibilidad 
a la quimioterapia en las células cancerosas tanto en cultivo como in vivo mediante la inducción 
de la apoptosis (285). 
Igualmente a lo anteriormente descrito, el papel que estos dos genes cumplen en los 
procesos fisiológicos regulatorios de crecimiento, diferenciación y muerte celular brindan una  





oportunidad para seguir indagando sobre su probable papel en la resistencia a las drogas 
antineoplásicas, especialmente en el caso del AZA y los pacientes con EII. Algunos de estos 
mecanismos ya descritos u otros aun no descifrados pueden estar regulando de manera negativa 
la acción terapéutica del fármaco evitando que cumpla su objetivo final que es llevar a la célula 
afectada a una muerte por apoptosis en algunos individuos portadores de algunas variantes de 
susceptibilidad en cualesquiera de estos genes descritos o en otros con los que probablemente 
interactúan.  
Hasta el momento la evidencia aquí presentada como resultado del análisis de la región 
exónica del genoma humano por medio de la estrategia del estudio de genoma completo 
(GWAS), nos brinda una serie de posibles genes nuevos que podrían dar respuesta o puntualizar 
sobre algunas rutas metabólicas no conocidas, lo que repercutiría en el esclarecimiento de la 
biología molecular de cada fenómeno estudiado e incluso de ser posible, ofrecer conocimiento 
que sirva como base para la creación de nuevas opciones terapéuticas en esta y otras 





















1. Se analizaron 233 pacientes gallegos con EII a tratamiento con AZA en un estudio caso-
control (pacientes con aparición de efectos adversos frente a pacientes sin tales efectos 
adversos, pacientes que respondieron al tratamiento frente a aquellos que no han 
respondido) de asociación de genoma completo. Los SNPs analizados corresponden a 
variantes con cambio de aminoácido, con lo que se cubre una gran extensión del exoma 
humano (20.000 SNPs) 
2. Tras una prueba alélica (X2 y Fisher) de asociación con eficacia y efectos adversos, 
globales y estratificado, se seleccionaron 106 SNPs entre los estadísticamente 
significativos y los sugerentes de relevancia estadística para su réplica en una población 
distinta. También se incluyeron las variantes de los genes TPMT e ITPA en consideración 
a los estudios previos, aunque su significación en el estudio resultó menor. 
3. Estos 106 SNPs se analizaron en una nueva población de 264 individuos procedentes de 
la colección ENEIDA, seleccionados de hospitales de Madrid y Cataluña. Igualmente se 
realizó una prueba alélica y adicionalmente se estimó la probabilidad conjunta, al unir la 
información de las dos  cohortes de pacientes mediante el estadístico CMH (Cochran-
Mantel-Haenszel), obteniéndose una probabilidad y un OR combinada con los dos 
niveles considerados. 
4. Ninguno de los SNPs estudiados alcanzan el nivel de significación estipulado al hacer 
corrección por test múltiples (5x10-4, bonferroni para 92 test). Sin embargo, al evaluar la 
probabilidad conjunta (CMH) puede apreciarse algunos SNPs que logran obtener un 
valor significativo (p<0.0005), y con OR en la misma tendencia al estudio inicial. No 
obstante, en muchos casos esta significación en el CMH se debe al impulso dado por el 
valor de p en la población inicial. El tamaño muestral parece insuficiente para los efectos 
que se pretenden detectar. Por otro lado parece descartarse la existencia de uno o 
pocos loci con gran efecto sobre el fenotipo. 
5. Los genes TPMT e ITPA presentan escasa significación en relación con la aparición de 
efectos secundarios o eficacia. Únicamente se ha detectado una relación significativa 
con la mielosupresión, que se pierde en la réplica pero que mantiene una probabilidad 
conjunta significativa. Una asociación detectada entre ITPA y eficacia desaparece al 
incluir la réplica en el análisis. 
6. En el caso de los EA globales ninguno de los SNPs seleccionados muestra una señal 
significativa que pueda ser considerado como de importancia en esta clase de análisis.  
 






7. Estratificando por EA, aunque para el caso de la pancreatitis no se observa ningún SNP 
con valores significativos a nivel de la réplica, en el de la mielosupresión, se observa una 
asociación con el gen IL6ST, que presenta una probabilidad bruta en la réplica <0.05 
(p=0.0355), y una probabilidad conjunta (CMH) de 9.59x10-5 y un OR de 3.74 (IC95% 
1.86-7.52). También se ha observado cierta relación con el gen FSTL5.  Por otro lado, 
aunque sin relevancia estadística en el grupo de la réplica cabe mencionar igualmente la 
probabilidad conjunta significativa de un grupo de marcadores ubicados en el 
cromosoma 4; el rs7681441, el rs7681953 y el rs7682031, entre las posiciones 
cromosómicas 166827334-166827631, sin ningún gen conocido. 
8. En relación a la evaluación de la eficacia tres genes muestran resultados significativos. 
Dos SNPs presentan probabilidades conjuntas en el rango de significación así como unas 
p en la réplica inferior o alrededor de 0.05 (p≤0.10): uno en el gen PION y otro asociado 
a un gen codificante de una proteína del tipo dedos de Zinc, el factor de transcripción 
ZNF673. Estos marcadores mostraron una p conjunta de 4.26x-06 y 1.80x-04, 
respectivamente, con unos OR en la misma dirección de lo presentado tanto en el 
estudio original como en la réplica. El tercero corresponde a un SNP que se ubica en el 
gen ZNF138, que presenta una p al análisis conjunto (CMH) de 5.1x10-5 y un valor de p 
en la réplica <0.05, con ORs de 2.48 (IC95% 1.23-5.02) y de 2.56 (IC95% 1.61-4.06), en la 
réplica y al análisis conjunto respectivamente.  
9. Los resultados aquí obtenidos como derivación del análisis del exoma humano por 
medio de la estrategia del GWAS nos ofrece un catálogo de nuevos genes que pueden 
relacionar algunas rutas metabólicas no consideradas previamente, lo cual, brinda una 
oportunidad para indagar en el esclarecimiento de la biología molecular de cada 
categoría fenotípica estudiada e incluso podría ofrecer conocimiento que sirva de base 
para la creación de nuevas opciones terapéuticas en esta y otras enfermedades con 
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2  ANEXO: CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTES DEL GRUPO DE RÉPLICA:  
 
 




















3 ANEXO: LISTADO DE SNPs SELECCIONADOS PARA LA RÉPLICA:  
 
rs12453150 rs4646491 rs10761073 rs2280718 rs138593 rs3810651 rs11588069 
rs9943012 rs2074468 rs3128917 rs1800124 rs1042364 rs2438101 rs2288420 
rs2297773 rs16942798 rs12435621 rs1338314 rs2301788 rs7681441 rs2297809 
rs10941112 rs17060979 rs1609860 rs9464 rs11636318 rs7681953 rs1637214 
rs1545133 rs6048760 rs6793295 rs2297980 rs17183577 rs7682031 rs3812909 
rs7041 rs6063377 rs1637215 rs1053019 rs441827 rs701865 rs678892 
rs11588069 rs17151692 rs6521112 rs162036 rs1065464 rs8058694 rs17007988 
rs11723381 rs3746736 rs1043863 rs6516605 rs3729961 rs17021270 rs6767658 
rs13157270 rs1851724 rs2076671 rs3735478 rs1126673 rs1537232 rs7870554 
rs4272850 rs6427437 rs10162272 rs7499843 rs17782413 rs7039068 rs2515848 
rs17592438 rs11212684 rs6907580 rs8106117 rs12981996 rs823172 rs1126671 
rs562092 rs12927214 rs11919970 rs6841334 rs3749598 rs4808368 rs4792311 
rs7160694 rs2820289 rs1713457 rs2124489 rs1154400 rs12183109 rs10735005 
 
 
4 ANEXO: LISTADO DE INICIADORES UTILIZADOS EN LAS REACCIONES iPLEX:  
POLIMORFISMOS TIPADOS POR SEQUENOM (ENSAYO AMPLIFICADO) 
WELL SNP_ID 2nd-PCRP 1st-PCRP Tm 
W1 1043863 ACGTTGGATGAACACAGGCCTCCGCACAG ACGTTGGATGCATTAGAAGAATTGAGGGAC 51.5 
W1 17592438 ACGTTGGATGTGGTCTTGTGCCCATGTTC ACGTTGGATGTGCCCCCCAAAATATAGAAG 46 
W1 8058694 ACGTTGGATGTTTCCTGGGACCAGGCGAAG ACGTTGGATGAAATGGCCTCTTGTGCCCTG 52.4 
W1 17060979 ACGTTGGATGCAGCTGGGAAGGCCTCACA ACGTTGGATGTTTTGTTCCTGGTCCCACCG 48.3 
W1 2297773 ACGTTGGATGCCCGCATTCCGTGCATACT ACGTTGGATGACATGCGGCTGACCGAGTTG 48.9 
W1 17183577 ACGTTGGATGGTGTTATGTGTGATTTGCCC ACGTTGGATGCATTTCTGGATTCATCCCTC 46.9 
W1 1713457 ACGTTGGATGTGAGTGTGTGGCGGACACTA ACGTTGGATGGTCTCCACTGTTACCAGCAG 46.9 
W1 9943012 ACGTTGGATGGAGCCCACTCTCCCAGTAT ACGTTGGATGATAATGCTGCAGAACCTGCG 49.7 
W1 4272850 ACGTTGGATGGATTCTTTTTGGCAGGACAC ACGTTGGATGACCTTGATAGGCATGGCAAC 46.1 






W1 1851724 ACGTTGGATGCGTCTGACTGTGGTGATAAC ACGTTGGATGTAAGTGTCTCTTGAGACTTG 53.4 
W1 7041 ACGTTGGATGTTTTTCAGACTGGCAGAGCG ACGTTGGATGCTTGTTAACCAGCTTTGCC 46.2 
W1 7681441 ACGTTGGATGAGAGGAGATATCGACTCAGG ACGTTGGATGGCTTCCCCAATGTTTTACCC 45.9 
W1 562092 ACGTTGGATGACACCTTTCGGACCTTTGTG ACGTTGGATGCTGCAGAACCCAAATTGGTG 47.8 
W1 7870554 ACGTTGGATGAGCGAGGGCCAGTAAAACAC ACGTTGGATGGCTGCATTGTGATCTGCTTC 46.1 
W1 138593 ACGTTGGATGGCACAGATCTTAGCACAGTT ACGTTGGATGAATGTCCTCTACCTTGAGGG 47 
W1 2280718 ACGTTGGATGTTGTTTGAGTGGCGCCTGAG ACGTTGGATGAACAGACGTCAGACAGGCAG 46.4 
W1 7160694 ACGTTGGATGTAGGAAGACTTCGAGTTCCC ACGTTGGATGATCAGATCACTTCCGCTGTC 53.1 
W1 6521112 ACGTTGGATGGAATTGTAGGTTGAACACCC ACGTTGGATGCCTGGGGTAGGCCTTTTATA 48 
W1 1154400 ACGTTGGATGTGCACCCTGGAACGCACAA ACGTTGGATGCTTGCAATGGCTCCAACCG 50.8 
W1 6048760 ACGTTGGATGGCCTGGCAACCCTCATTTTT ACGTTGGATGAGGTGTCCCCAGGACCAAA 49.4 
W1 1545133 ACGTTGGATGGGAACTCTGTTTCTCAGATG ACGTTGGATGCCTAGGTAGTTAAGGACCTG 47.4 
W1 2076671 ACGTTGGATGTTGTGCCCTCAAAGGCTCTC ACGTTGGATGTTGTGGCCAAGAGACACATC 56.7 
W1 6427437 ACGTTGGATGTTACTGCCTTATCAGCCCAC ACGTTGGATGCTGAGAAAGGTTCTGGGTAG 53.9 
W1 10761073 ACGTTGGATGGAAAGAAAGCCTTCTCTACC ACGTTGGATGACATAAAAAGGGCTGAACCG 54.7 
W1 17151692 ACGTTGGATGAATGGACTGTCTTCACCCTC ACGTTGGATGATGAAGATTATGTTTCCTC 50.9 
W1 1126673 ACGTTGGATGACTTATTAATGTTTTATTGT ACGTTGGATGGCTCCTGGCATCTTCAAAAG 45.1 
W1 10162272 ACGTTGGATGTATAAGTAATACTGATGAAG ACGTTGGATGCATTTGAACCAGGTAAAATC 45.4 
W1 12927214 ACGTTGGATGAGCTCAAGGCGTTGTCACCA ACGTTGGATGGTCTCACTCAGTGTCCTTCG 59.1 
W1 2301788 ACGTTGGATGGACCTGCTTATTCTGACCAC ACGTTGGATGCTCTTGGGCCCCTGCAGTG 60.4 
W1 701865 ACGTTGGATGTCATGTCCAGCAGTCCAATG ACGTTGGATGGACAGTTTCACAAAGCGCTC 48.1 
W1 1637214 ACGTTGGATGGGGTGTAGAAACATCATAAC ACGTTGGATGCACCTGTCTCCAAAGATCTA 51.6 
W1 1609860 ACGTTGGATGCTTCCAATGGGCTTCTGCAC ACGTTGGATGCTCACCTCATTGTTGCTCTC 52.8 
W1 6793295 ACGTTGGATGGGCAATAAACCTAAACCGAC ACGTTGGATGCCATCACTTTGAATACATACC 51.9 
W1 4808368 ACGTTGGATGTGGTTTGGAGACCCCATGAC ACGTTGGATGCAGCTGGTCTCTGTTTAAAG 56.9 
W1 10735005 ACGTTGGATGACAGGAAGGCACATTTACCG ACGTTGGATGACACCATCACCACCATCTTG 51.7 




W2 2288420 ACGTTGGATGTTGAGGATGCCTGGGCTGCCG ACGTTGGATGCCATCCAGGCCCACAAGTT 52.8 
W2 1800124 ACGTTGGATGTGCAGCATTCCCCAGAATAC ACGTTGGATGTGATGCACCACGTTAAGAAC 45 
W2 2438101 ACGTTGGATGGGTATCAGCTGCACGAACAC ACGTTGGATGCGCTATACCTACCAGCAAAG 51.3 
W2 11212684 ACGTTGGATGCTTCTTGCTGTGAAATGCCC ACGTTGGATGTTTGGCAGTACTTCGCTGTG 49.5 
W2 2515848 ACGTTGGATGTTCCTGGAACTTCCTTGACG ACGTTGGATGTGATCTCCCTGTTGGCTTTC 52 
W2 10941112 ACGTTGGATGGGCTCTTTTTGACCGCACAC ACGTTGGATGGGCATCTACCCCAATTAATAC 53.2 
W2 7499843 ACGTTGGATGAGAGAGAAGAGCCTTCGATG ACGTTGGATGCAACCTCCTATTCTGCATCC 47.9 
W2 6907580 ACGTTGGATGATGTTGTCCTCAGAAGACTC ACGTTGGATGGAGACTTACTCACCCAACAC 49.1 
W2 1126671 ACGTTGGATGGGCCGATTATTAGCTCCTCT ACGTTGGATGATTGGAGTAGCTGCTGGTAG 45.7 
W2 16942798 ACGTTGGATGGTGTGTGGAGAAGCGGTTTT ACGTTGGATGAGGTGGTGTCCATCATGTTC 49.6 
W2 3735478 ACGTTGGATGTTCTTGCCTGATCTCAAGCC ACGTTGGATGCCAAGAGTGGACAGACTTAC 45.5 
W2 7039068 ACGTTGGATGGAAGAGAATTCATTCACGGC ACGTTGGATGCTTCCCAAGGCTCTGGCAAA 51.6 
W2 1065464 ACGTTGGATGTGGCCTGACTTCTGCTGGT ACGTTGGATGCAGGATCACCTGCTCTGGA 48.2 
W2 3746736 ACGTTGGATGGACGGGAGTGGAGTATATAG ACGTTGGATGTGTCATTCCTCTTGCATT 50.3 
W2 823172 ACGTTGGATGGAGGCAAATGGGTGGAAGTG ACGTTGGATGAGGCTCCGGAGAACAGAGAT 53.6 
W2 3749598 ACGTTGGATGGATGGTAATGTACTGAACCC ACGTTGGATGCATATGTCTCTCCAGATGGC 52.3 
W2 2124489 ACGTTGGATGAGCTGTAATGAGTCTTTCCC ACGTTGGATGGGCTACTCACAATGTAGAGA 46.2 
W2 7682031 ACGTTGGATGGAAGAGAGGTCTGACTCAAG ACGTTGGATGGATTTCCTGAGTGTCCTTG 45.3 
W2 6063377 ACGTTGGATGACCAAGGGCTCCATGATGAC ACGTTGGATGAACTCACCAACACAAGCAAG 49.2 
W2 1042364 ACGTTGGATGAATTAACCAGGCAGGTTCAC ACGTTGGATGCCTCATCTTTTGAAGATGCC 46.2 
W2 12981996 ACGTTGGATGATGTTGTTGTTGTAGCTGGG ACGTTGGATGCCAGAAACACCCTGACAAAG 52.7 
W2 678892 ACGTTGGATGGCCATGGATGAGAACCATAA ACGTTGGATGCCAGTGGACTCTGGTTCAAT 45.4 
W2 162036 ACGTTGGATGTAAAAGAGAGCACTGCGTCC ACGTTGGATGCACAGCATCAGGGCTGTTAC 46.8 
W2 12435621 ACGTTGGATGCCATGGTAAACACTTCCCAA ACGTTGGATGAACCACAGAGCTTTTCTCCC 51 
W2 6767658 ACGTTGGATGTTCTTCAACTGCTCTTTGGG ACGTTGGATGTGCATGAACGTCCCAGAGAT 47.1 
W2 12453150 ACGTTGGATGTTAAATCTTGGAGCAGTGGC ACGTTGGATGAAGAACTGAGGCTGCAAAGG 56.8 
W2 4646491 ACGTTGGATGGTGGTATCTCCTGGTTTCTC ACGTTGGATGATCTCGCGGACCTCCTCTC 59.4 
W2 11636318 ACGTTGGATGACGCCCCCAGATACTATGTC ACGTTGGATGCTTTCTGGCCAGACATTTAG 52.9 















W2 11588069 ACGTTGGATGCTCTGTGTTCTTGAAGGTGC ACGTTGGATGCAAGCCTACCACAATCATCG 55.8 
W2 2820289 ACGTTGGATGCATGGTTCTACAGAGACTGC ACGTTGGATGTTACTCGGTGACATCAGTGC 60.5 
W2 1537232 ACGTTGGATGGTCACTCTGCCTCCATATTG ACGTTGGATGCTTTTAATAAAGGGTGTATC 56.6 
W3 17007988 ACGTTGGATGACCAGTACTTGTCCAGGTC ACGTTGGATGCCAAGATCATGGCAGACATC 50.1 
W3 6841334 ACGTTGGATGTAGTAGTCCCTGCGTGTGCT ACGTTGGATGCTAGGGAAGAAAGTGGTGTG 56.4 
W3 11723381 ACGTTGGATGGGCAGAATTCTAGACGCAAC ACGTTGGATGTCAGCACCACGGTGGCCAG 46.2 
W3 13157270 ACGTTGGATGTTCCTAAGAGAGCCAACAGC ACGTTGGATGAATCCTTGTGCAGGTTCCCG 46.4 
W3 2297809 ACGTTGGATGCTTATCTGACCATGTGCATC ACGTTGGATGTTGCTGAGCTGGCGGTACAC 47.4 
W3 12183109 ACGTTGGATGAACCCTGGTGTCCCAAATTC ACGTTGGATGAAACAGTGACGACTTCCGAG 47.4 
W3 3729961 ACGTTGGATGAACTGACAGTAAATCTCAC ACGTTGGATGGCTGCATCTGATTTGCCAAC 46.5 
W3 7681953 ACGTTGGATGTGTCAGAACCGAAGATGATG ACGTTGGATGGAAGCTGGTGGATAATGCTC 46.4 
W3 1338314 ACGTTGGATGAGTATTTGAGCCCAAGGTCG ACGTTGGATGTTGTTGAGGGTGCTGAATGG 51.8 
W3 3810651 ACGTTGGATGTCGACACGGTTGCGGATTTC ACGTTGGATGCACAGCTATGGTGTTCGCTT 45.3 
W3 17021270 ACGTTGGATGCAGAAGGAGTGATCCAGTTG ACGTTGGATGTGTGCACGTCAGGAAGATTG 49.4 
W3 17782413 ACGTTGGATGTCTAATGGAATGGACCAATC ACGTTGGATGCTTCTCTATCTTGAACTGAGG 49.9 
W3 441827 ACGTTGGATGCATTTGGACCGCCTTTTTGC ACGTTGGATGCCAATTCCTTGTGGTCCTTG 46.9 
W3 1637215 ACGTTGGATGGAGACAGGTGGGTATATATC ACGTTGGATGGTTTTGCGACTGAAGAACAC 48.1 
W3 3812909 ACGTTGGATGAATTCTCTTCTATGCCAAG ACGTTGGATGTTATTGTAGGAGTCATACT 48.7 
W3 11919970 ACGTTGGATGAGTTGGGTTGCCCACAGTTC ACGTTGGATGCTCCAGTTGGGGAATATCAG 45.9 
W3 9464 ACGTTGGATGACGCCATGTTCACCTGTTTC ACGTTGGATGTCTTCAGAACGGGGAGAGAC 47.1 
W3 4792311 ACGTTGGATGCTATTACCATGTGGAAGGTG ACGTTGGATGTCAGTCCAGAGCGATCTTCA 47.3 
W4 1053019 ACGTTGGATGAGTTCTCTCTGGCCAGAGTG ACGTTGGATGGTGTCTCAGAAGCCTTTCGG 48 
W4 2297980 ACGTTGGATGTACTACAGAAATCTGGATGG ACGTTGGATGTGAAATAAGCCTCTAGGTCC 45 
W4 6516605 ACGTTGGATGAAGCGTCAGCCATTCTCAAC ACGTTGGATGATTCCACCTCCTCCCCGCAA 47.4 
